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ANOTACE

Tato prace se zamétuje na materialy, které jsou pouzivané béhem 1é¢by genovou terapii.
Popisuje kontaminujici DNA, ktera mutze vzniknout pii vyrobé téchto materiali.
V experimentalni Casti se zabyva vyvojem a validaci metody zaloZzené na real-time PCR

pro detekci kontaminujici DNA ¢inského kiecka.
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TITLE

Detection of foreign DNA in the materials for gene therapy

ANNOTATION

This thesis focuses on the materials, which are used during the treatment by gene
therapy. Thesis describes contaminating DNA, which may arise during production of these
materials. In the experimental section deals with development and validation of the method

based on real-time PCR for detection contaminating DNA from Chinese hamster.
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UvVOD

V soucasné dob¢ je genova terapie znamy a rozsifeny pojem, pod kterym se skryva
lécebny postup, prozatim ve stadiu klinickych studii, jehoz cilem je oprava chybné sekvence
DNA, jez zpisobuje dané onemocnéni. Genova terapiec mize byt aplikovana nejen pro lécbu
vrozenych, ale i ziskanych chorob, jako je naptiklad nddorové onemocnéni. Pti procesu opravy
genetické informace vyuziva genova terapie riznych pienaSect — vektort, zahrnujicich

pozadovany terapeuticky gen, ktery je potieba transportovat do genomu bunky.

V teoreticke Casti této diplomové prace je nejprve struéné popsano seznameni s genovou
terapii, kde jsme se nasledné¢ zaméfili na jeji materialy, které se béhem této 1éCby pouzivaji.
Jsou zde charakterizovany transportéry terapeutického genu, kterymi jsou virové a nevirové
vektory. V prubéhu 1é¢by se Casto vedle vektorti podavaji i rekombinantni proteiny, ty mohou

pusobit v synergii s genovou terapii, ¢i pouze jako jeji doplnek.

V dalSich castech prace je cileno na DNA kontaminanty genové terapie, které mohou
vzniknout v pribéhu vyroby virovych vektort, nebo rekombinantnich proteint. Jelikoz
se pro jejich vyrobu pouzivaji rtizné tkanové kultury, kontaminace dané¢ho terapeutika mize
vzniknout pravé v tomto kroku. Proto je potfeba kontrolovat hladiny takovéto rezidualni DNA,
ktera by pfi jejim podanim pacientovi ve vyS§im mnozstvi mohla zpiisobit zdravi Skodlivé

reakce.

Cilem experimentalni casti diplomové prace je vyvoj a validace metody pro detekci
rezidualni DNA pochdazejici z ¢inského kiecka. Tento kontaminant byl vybran, jelikoZ bunééna
linie CHO, ktera je odvozena od bun€k vajecnikl pravé ¢inského kiecka, je Casto pouzivana
pro produkci rekombinantnich lidskych proteind. Pro detekci rezidualni DNA je nezbytné, aby
byla metoda dostate¢né citliva, proto je metoda pro detekci kie¢éi DNA zaloZena na real-time
PCR, ktera tyto kritéria splituje.
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1 GENOVA TERAPIE

Genova terapie (GT) piedstavuje experimentalni 1é¢ebnou metodu, jejimz principem je
vpraveni genetického materialu do genomu bunky za G¢elem opraveni chybné genetické
informace, ktera je priCinou stavajiciho patologického stavu pacienta. Cilem GT je tedy
vyléCeni pacienta, ¢i zlepSeni jeho setrvavajiciho zdravotniho stavu. Genetickym materialem
pak rozumime casti nukleovych kyselin (NK), at’ uz RNA nebo DNA. V GT Ize hovofit
o n¢kolika strategiich, jedné se o zdménu, inaktivaci, ¢i odstranéni nespravné fungujiciho genu.
Dalsi volbou mize byt zaClenéni zcela nového genu, ktery napomaha v boji proti urcitému

onemocnéni [1].

Jelikoz nelze gen do bunky vlozit piimo, vyuziva GT prenaseCe, tzv. vektory, které
slouzi k transportu genetického materialu, obsahujici konkrétni gen, jenz ma byt integrovan
do genomu bunky. Tyto vektory lze jednoduse rozdé€lit na virové a nevirové. K nejéastéji
vyuzivanym Virovym vektoram fadime retroviry, adenoviry, proxiviry, adeno-asociované viry
a herpetické viry. Viry musi byt ovSem geneticky upraveny tak, aby ztratily své patogenni
vlastnosti. V piipadé nevirovych vektoru se pouzivaji tzv. polyplexy, coz je komplex DNA
spole¢né s polymery. Dalsi variantou mohou byt tzv. lipoflexy, které opét zahrnuji DNA, ale
misto polymerti jsou zde lipidy [2]. Pfi porovnani virovych a nevirovych vektorti se zdaji byt
virové vektory efektivnéjsi, co se tyce transportu NK do bunky. Vzhledem k tomu, Ze ale
mohou piedstavovat ur€ité biologické riziko pro hostitele, je vV soucasnosti i do budoucnosti

kladen duraz na rozvoj nevirovych vektoru [3].

GT mutze byt provedena ve dvou odlisnych strategiich a to tedy in vivo, nebo ex vivo.
Pii GT in vivo je pacientovi injektovan nejcastéji vir, nesouci pozadovany terapeuticky gen,
pfimo do téla. In vivo strategie je aplikovana zvlasté pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni.
V piipadé GT ex vivo jsou nejprve izolovany pacientovy buiiky. Nasleduje transdukce (pienos
genu pomoci virovych ¢astic) téchto bun€k a poté jsou upravené buiiky navraceny zpét
pacientovi. Ex vivo GT se vyznacuje vysokou ucinnosti transdukce a zaroven umoziuje
kontrolu kvality transdukovanych bunék pied reinfuzi. Vyuzivana mize byt pii lécbé

napt. t€Zkych imunodeficienci.

Z hlediska dopadu 1ze GT rozdé€lit na somatickou a germinalni. Pfi somatické GT je
lécba aplikovdna pouze na somatické buiiky a dopad GT je vztaZzen pouze na pacienta.

U germindlni nebo tzv. ,,GERM-LINE®“ GT je 1é¢ba zavedena na zarodecné buiiky a méla by
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tak dopad i na pacientovy déti, tudiz by potomcei vylééeného pacienta, trpiciho diive genetickou
poruchou, nezdédili dané onemocnéni a byli by taktéz vyléceni. OvSem tato GT neni zatim

z etickych diivodt povolena. Z klinickych studii se provadi pouze GT na somatické Grovni.

V pocatcich se GT zamétila na 1éCbu chorob, u kterych jsou jiné lécebné postupy
neuspesné, jako jsou nékteré typy tézkych imunodeficienci, zejména tedy primarni
imunodeficience (PID). Jelikoz postupné stoupal pocet uspésnych studii, rozsifil se zajem
o vyzkum lécby pomoci GT u dalSich onemocnénich jako jsou nadorovd onemocnéni,
metabolické a neurodegenerativnich poruchy, zahrnujici Parkinsonovu chorobu a v neposledni
fad¢ 1écby i hemofilie. V soucasné dob¢ jsou rozsifeny klinické studie pro 1é¢bu ziskanych
onemocnéni, znichZz dominuje terapie pravé nadorovych onemocnéni. U nddorovych
onemocnéni hraje roli dilezity fakt, ze je tézké zajistit pfenos genetického materialu u vSech
nadorovych bun¢k a zda se byt tak jednodussi nadoroveé zvrhlou butiku znicit nez ji ,,opravit*
[1, 4].

Ackoliv se GT zaslouzila o mnohé klinicky uspésné vysledky, stale se potyka s riznymi
problémy a komplikacemi, v¢etné obav z vedlejSich ucinkti lécby. Z téchto divodl se jedna
zatim pouze 0 experimentalni metodu a neni tak dosud zavedena do bézné klinické praxe. Neni
ovsem vylouceno, ze by se tak v blizké dobé nemohlo stat, vzhledem k probihajicim studiim.
Z analyzy z ¢ervna roku 2012 bylo zaznamenano 1 843 klinickych studii v 31 zemich svéta,
zatimco z dat z listopadu 2017, ktera udavaji 2 597 studii v 38 zemich, je tedy ziejmé, Ze

se zajem o GT zvySuje [5].
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2 VEKTORY POUZIVANE V GENOVE TERAPII

Jak uz bylo vyse zminéno, GT vyuziva pro pienos Transgene expression cassette
c LA s Lo « romoter transgene terminator
genetické informace vektory, které jsou rozdéleny I g
na virové a nevirové. V nasledujicich kapitolach budou /

rozebrany jednotlivé typy.

DNA vector Viral vector

Soucasti kazdého vektoru je tzv. expresni genova
kazeta, ktera je konstruovana z promotoru, pozadovaného
terapeutického genu ¢ili transgenu a terminatoru.
Promotor je signdlni sekvence DNA pro pocatek
transkripce a tidi tak transkripci genu. Naopak terminator Patient
. e, . ., . Obrazek 1: Vektory pro genovou terapii.
piedstavuje signalni sekvenci pro ukonceni transkripce. preyzato 2: Zdroj [1].

Takovyto komplex, skladajici se z uvedenych casti, mize byt, jak lze vidét na obrazku 1, bud’

soucast vektoru virového ¢i nevirového [6].

2.1 Nevirové vektory

Zde jako ptenaSeC terapeutického genu slouzi plazmidova DNA (pDNA), mohou byt
ale pouzity oligonukleotidy nebo RNA (mMRNA, siRNA). Vzhledem k negativnimu naboji neni
mozné, aby dana NK samostatné pronikla nejen pies hydrofobni bunéénou membranu bunky,
ale i pfes dalsi bariéry jako jsou epitelidlni a endotelové stény. Dale hrozi jeji rozklad
Vv extracelularnim prostoru prostfednictvim nukledz. Metody, které vyuziva GT pro nevirové

vektory k vpraveni NK do buriky, délime na chemické a fyzikalni [6].

Nosice pro chemické metody vznikaji prostiednictvim elektrostatickych interakci NK
bud’ s polykationovymi polymery (napi. DEAE-dextran, chitosan, polylysin, ¢i
polyethylenimin) za vzniku komplext zvanych polyplexy, nebo s polykationovymi liposomy
(napt. dioleoylfosfatidylethanolamin — DOPE ¢i cholesterol), kdy vznikaji tzv. lipoplexy. Tyto
komplexy uZ jsou schopné prostoupit pies bunéénou membranu do buriky ve formé endozomu.
V intracelularnim prostoru pak dochazi k naruseni obalu endozomu a uvolnéni komplexu
(polyplex/lipoplex). Po vstupu lipoplexu do cytoplazmy se komplex rozvolni a NK putuje
do jadra ptes jaderné pory, kde probiha transkripce transgenu. K rozpadu polyplexu, jelikoz

jsou to komplexy stabilngjsi nez lipoplexy, dochazi az po vstupu komplexu do jadra [7].
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Nevirové vektory, zalozené na fyzikalnich metodach, vyuzivaji aplikace pro docasné
naruseni bunécnych membran, ¢imz se usnadni prostoupeni genetického materidlu k jadru
bunky. Mezi tyto techniky patii napi. mikroinjekce, hydroporace, elektroporace, sonoporace ¢i
tzv. biobalistika.

Pfi pouziti mikroinjekce je za velmi vysoké rychlosti injektovana NK o malém objemu
(3 = 5 ul) ptimo do cilové tkané (napf. jatra, ktize, mozek ¢i nador). Zde ovSem hraje riziko

degradace NK nukleazami.

V piipadé hydroporace je injektovan do tkané velky objem NK za kratky ¢as (3 — 5 3),
tim dochazi ke zvySené propustnosti kapildar a vzniku ptechodnych péri v bunéénych

membranach pro vstup NK.

Elektroporace je technika, vyuzivajici pii lokalni aplikaci genetického materialu

elektrickych pulzt, které zptisobi opét tvorbu docasnych pori v bunééné membrang.

Sonoporace je proces, u kterého dojde ke zméné permeability bunééné membrany
prostiednictvim ultrazvukovych vin s frekvenci 1 — 3 MHz, ¢imZz se stava ptrechodné

prostupnou pro NK.

U techniky biobalistiky nebo také balistického pienosu genetického materidlu je NK
vpravovana do bunék tzv. genovou pistoli pomoci kovovych castic, které jsou pokryty prave
danou NK. Pro vyrobu kovovych ¢astic, majici v priméru 1 um, se pouziva typicky zlato,

wolfram ¢i stiibro. Dostatec¢na rychlost ¢astic je zajisténa elektrickym vybojem.

Nevirové vektory predstavuji fadu vyhod oproti virovym vektorim jako je nizka
opakovaného podavani ¢i snadnost vyroby. OvSem potykaji se stale i n€kterymi tskalimi jako

je kratka genova exprese, ¢i dokonce v ur€itych aplikacich s nizkou u¢innosti pfenosu NK [8].

2.2 Virové vektory

V dne$ni dob& v klinickych studiich GT jsou virové vektory stdle dominantné
vyuzivané, zejména kvili charakteristickym vlastnostem virti. Mezi nejvice pouZivané virové
vektory, jak uz bylo vySe zminéno, patii vektory odvozené od adenovirti, adeno-asociovanych
virt, retroviri a herpetickych virt. K pochopeni fungovani téchto vektort je tieba si nejprve

vysvétlit zivotni cyklus vird.
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Viry jsou schopné napadnout hostitelskou buitku a zavést do bunky svilj geneticky
material a piipadné ho vmezetit do genomové informace buiky. Nejdiive ale dojde
Kk rozpoznani cilové buiiky a pfichyceni neboli adsorpci viru prostfednictvim piislusnych
receptorti na bunce a povrchovych proteinti na viru. Nasleduje penetrace ¢ili vniknuti viru
do bunky a to v zavislosti na struktuie viru, podle toho zda se jedna o obaleny ¢i neobaleny
virus. V piipadé obalenych virt mize dojit ktzv. fuzi tedy splynuti obalu viru
s cytoplazmatickou membranou bunky, ¢imz se obsah viru véetn¢ NK dostava
do intracelularniho prostoru nebo muize virus do bunky vstoupit pomoci vezikularniho
transportu (endocytézou). U neobalenych viri pronika pouze NK piimo skrz membranu buiky.
V dalsich krocich zalezi na tom, jaky typ NK vir nese. Pokud vnasi dvouvlaknovou (ds) DNA,
probiha jeji replikace a piepis do mRNA. U jednovlaknové (ss) DNA je nejdiive tieba
dosyntetizovat komplementarni vlakno a proces probiha dale stejn€ jako u ds DNA. Jestlize jde
0 viry s ss RNA, je tieba si odlisit tzv. pozitivni a negativni RNA viry. U pozitivnich RNA virt
vstupuje jejich mRNA piimo do proteosyntézy, kde je piekladana do fetézce aminokyselin
(AMK). RNA negativnich RNA virti je nejprve syntetizovana za vzniku komplementarniho
RNA a jako u pozitivnich RNA virQ, tak také tato RNA vstupuje do proteosyntézy. Nové

vzniklé viriony opousti buriku a napadaji dalsi vnimavé burky [9].

K tomu aby mohl byt vir pouzit pro ucely GT Wild type viral genome
COrEE T K

jako vektor, je nezbytné upravit jeho genom. Tim

rozumime odstranéni (delece) vétSiny virovych Viral genes N

. [ e
nativnich  sekvenci, ale zarovenn zachovani
O T 1K
signalnich sekvenci, coz ma za disledek zabranéni
/1
patogenity a také produkci dalSich infekénich viri. Transgene cassette

V tomto piipadé se jedna vlastn€ o vyménu, kdy - @400 e

. . ’ o P ; Recombinant viral vector genome
po deleci virovych gent, dosadime expresni 9

Obrazek 2: Vyroba virového vektoru.
genovou kazetu (viz vySe obrazek 1), obsahujici Prevzato z: Zdroj [1].
poZadovany transgen, kolem niz se v pfipadé¢ retroviri nachdzi dlouhé repetitivni
sekvence — LTR (long terminal repeat) a obalovy signal (viz obrazek 2). Pro zvySeni stability
a rozsifeni rozsahu vektoru se upravuji i obalové proteiny viru. Ty jsou nejcastéji nahrazeny

proteinem G, coZ je heterologni virovy glykoprotein [6, 9].

Pfi navrhovani virovych vektorQ je nezbytné si nejprve zvazit fadu aspektt. Jelikoz

se v soucasnosti pro GT pouziva fada riznych druhti virt, je tfeba si peclivé nastudovat
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specifické vlastnosti pro ur€ity tip viru, mezi které patii replikacni mechanismus nebo také
interakce s jejich ptirozenymi hostitelskymi bunikami. Dal§im kritériem je role imunitniho
systému. Imunitni systém dokdze rozeznat cizorodé ¢astice a zahajit imunitni reakci s cilem
jejich zniceni. Tento proces je ovsem v piipadé GT nezadouci, kdyby doslo ihned k destrukci
virovych vektort ¢i jiz transdukovanych bunck, nemohlo by dojit k zddnym terapeutickym
vysledkiim, proto je zdjem o vektory, které dokazi tento problém obejit. Mezi zkoumané
aspekty patfi také, aby byl vektor schopen prochazet skrz biologické bariéry a napadat pouze
pozadované bunky, dale doba transgenni exprese nebo disledky integrace na hostitelskou

bunku [10].

V nasledujicich podkapitolach si blize popiSeme nékteré z vybranych druhu virh

pouzivanych v GT, véetn¢ jejich struktury a vlastnosti.

2.2.1 Adenovirus

Adenoviry (Ad), patiici do Celedi Adenoviridae, jsou neobalené DNA viry stfedni
velikosti. RozliSujeme 7 druht, které jsou oznaceny pismeny A — G. Déle existuje vice nez 50
sérotypu. Jedna se tedy o velmi rozsiteny vir, ktery napada nejen zvitata ale i lidskou populaci.
Zasluhuje se ptrevazné o infekce hornich cest dychacich, také o zanéty spojivek, mandli,

prijmové onemocnéni a dalsi. Pienasi se bud’ kapénkovou infekci ¢i oralné-fekalni cestou.

Jak 1ze vidét na obrazku 3, adenovirova kapsida ma tvar
dvacetisténu neboli ikosaedru. Na kazdém vrcholu proteinového
plaste je ulozeno fibrinové vlakno, které napomaha k ptichyceni
na cilovou bunku. Po navazani prochdzi virova kapsida skrz
bunénou membranu prostiednictvim endocytdézy. Uvnitf
kapsidy se nachazi genom viru, tedy ds DNA o délce 26 — 40 kb
(kilobaze = kilobase pair (kbp) — 1000 part nukleotidit), kde je gprazek 3: Struktura adenovirové
sloZena do struktury pfipominajici nukleozom. Pozdé&ji se virova Kapsidy. Pfevzato z: Zdroj [2].
kapsida uvolni z endozomu a genom viru se poté dostava do jadra hostitelské buriky. Genom
tohoto viru lze rozdélit na dvé transkrip¢ni oblasti, jednd se o ¢asnou a pozdni oblast. Toto
rozdéleni je zavislé na replikaci DNA. Casna oblast zahrnuje transkripéni jednoty E1, E2, E3
a E4. Kazd4 z téchto jednotek plni svou funkci. Jednotka E1A je zodpovédnd za spusténi
transkripce a také vyvolava S fazi Cili replikaci v hostitelské bunce. E1B zabranuje predcasné
smrti virem napadené buniky a dale napomahd replikaci viru. Jednotka E2 koduje DNA
polymerazu. E3 kdduje proteiny potiebné k blokaci vii¢i ptirozené imunitni odpovéedi na virovy
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atak. E4 koduje proteiny, které hraji roli v replikaci DNA, transportu mRNA a v sestiihu neboli
splicingu nekodujicich ¢asti primarniho transkriptu [11]. Pozdni oblast, ktera se sklada z péti
jednotek (L1, L2, L3, L4, L5), ma za cil tvorbu strukturnich proteinti pro zabaleni DNA.

Na koncich virového genomu se nachazi tzv. prevracené opakované koncové sekvence (ITR).

Adenovirus se vyznacuje nékterymi vlastnostmi, diky nimz je vhodny pro vyuziti v GT.
Zejména tedy nizka patogenita, pomérné¢ vysoka uroven exprese virovych proteind
a v neposledni fad¢ ptirozeny transport genetického materialu viru do jadra hostitelské buiky,
protoze velké mnozstvi bun€k v lidském téle tvoii pfirozené primarni Ad receptory
a sekundarni integrinové receptory, diky nimz je 1ze snadno infikovat t€émito vektory. Z tohoto
divodu je také pro Ad vektory nejvhodnéjsi aplikace GT in vivo. Dalsi jejich vyhodou je, Ze
jejich virovy genom se neintegruje do genomu hostitelské bunky, ale zistava v jadie pouze
epizomalng, tudiz zde neni riziko vzniku inseréni mutageneze [12]. Jelikoz se jedna o velmi
Siroce se vyskytujici vir, jak jiz bylo vySe zminéno, problém nastava tehdy, paklize
se v ptedchozim obdobi pacient jiz setkal s onemocnénim, které bylo vyvolano nékterym
Z druhit adenoviru. Tento pacient ma pak ve svém téle vytvofené protilatky proti urcitému
sérotypu a nemohl by mu potom byt aplikovan virovy vektor tohoto sérotypu. Proto jsou tedy
Ad vektory odvozené od vzacnych sérotypii. Dulezitym faktem také je, ze Ad vektory dokazi
transdukovat Siroké rozmezi klidovych 1 proliferujicich lidskych bunék, coz jsou bunky, jez

pravé prochazi bunéénym délenim [9, 12].

Ad vektory jsou v soucasnosti nejvice pouzivany v Klinickych studiich jako onkolytické
vektory, tedy k 1é€bé nadorovych onemocnéni. Mohou zpusobit pfimou smrt nadorové bunky
nebo mohou zapii¢init zvySenou citlivost nadorovych bunék vici lé¢ivu. Ad vektory jsou
pouzivany a zkoumdny ve studiich GT také k 1é€b& onemocnéni jater, ale 1 HIV,
kardiovaskularnich onemocnéni ¢i tuberkulozy [11, 13]. Piikladem uspé$né testovaného
onkolytického viru je ONCOS-102, coz je modifikovany Ad typu 5 s kapsidovymi prvky z Ad
typu 3. Ve svém genomu obsahuje transgen, kodujici protein GM-CSF (granulocytarni
a makrofagy stimulujici faktor). ONCOS-102 je schopen nejen cilit pouze na nadorové buriky,
ale uvolnénim proteint GM-CSF se aktivuje imunitni systém a nastava tak destrukce dalSich

nadorovych bunék [13].
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2.2.1.1 Vyroba adenovirovych vektori

Pro aplikaci v GT jako vektory jsou nékteré transkripcni podjednotky odstranény. Jedna
se o podjednotky E1 nebo také i E3 (viz obrazek 4). V dusledku odstranéni téchto ¢asti genomu
vznika prostor pro vlozeni cizorodé (transgenni) DNA o velikosti 7 — 8 kb. Déle byl pouzit
i vektor, jehoz cilem bylo snizeni imunitni odpovédi na virovou infekci. V tomto vektoru byla
eliminovana jednotka E1 spolu s E4 [11]. V nékterych studiich byly pouzity Ad vektory, kde je
veskery virovy genom kromé sekvenci ITR vymazan, ¢imz vzniké prostor pro vlozeni DNA
o velikosti az 36 kb. Tyto vektory jsou nazyvany Ad vektory s vysokou kapacitou — HC-AdV
[11, 14].

E1 deleted, replaced

y by expression cassetteL7 L2 L3

-
e 1 | [ITR
—— - ——
7-8 kb max EZ2B E2A E3 E4
deleted

Obrazek 4: Adenovirovy vektor. Pfevzato z: Zdroj [3].

K vyrobé Ad vektorii s deletovanou oblasti E1 a terapeutickym genem se vyuziva
rekombinace v bunécné linii HEK293 (tzv. packaging linie), ktera exprimuje pravé gen El,
mezi plazmidovym vektorem (kyvadlovy vektor) a adenoviralni DNA. Virova DNA je jiz
defektni a neni schopna se sama replikovat a tvotit nové viriony. Plazmidovy vektor zahrnuje
ve svém genomu pozadovany transgen, oblast 5‘-ITR, obalovy signal a homologni sekvence
k Ad vektoru. Tento systém se pouziva uz jen ziidka, jelikoz se zde nezda byt generovani Ad
dostate¢né efektivni.

Dalsi alternativou pro produkci Ad vektort je Gene of interest o

ac in LOKD
tzv. systém Cre/LoxP, ktery si lze prohlédnout P Sional 3 < 4E1

na obrazku 5. Opét je zde potfeba plazmidového Shuttie AdVS
Vector ITR backbone

vektoru s pfislusnym transgenem, oblasti 5°-ITR, S

obalovym signdlem a ptitomnosti mista LoxP, dale \ Linearization |
tzv. Ad patefniho (backbone) vektoru opét s oblasti e 5

.. , . . Recombination
LoxP a bunécné linie HEK293, kterd exprimuje in vivo or in vitro

enzym Cre rekombinazu. Enzym Cre rekombinaza je

, . , _ Transfection
schopna rozeznat mista LoxP v plazmidovém a v Ad )::(

{2&3-({!9 (ﬁl‘s‘ Q
patefnim vektoru, ty pak roz$tépi a vznikd tak ) "\ Purification Q
L' | . -./
rekombinantni Ad vektor [12, 14]. Tato cesta ~ —— - Q ):;

generace Ad vektort je efektivnéj$i 30 — 100x nez Obrazek 5. Vyroba adenoviralnich vektord,
systém Cre/LoxP. Prevzato z: Zdroj [4].

predchozi metoda [14].
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Systém AdEasy je tfeti metodou pouzivanou ke generovani Ad vektort, kde dochazi
k homologni rekombinaci S vysokou t¢innosti v bakterialnich burnikach Escherichia coli kmenu
BJ5183. Zde je potteba opét dvou vektort a to tedy plazmidového, ktery nese ve svém genomu
ptislusny transgen a Ad patefniho. Plazmidovy vektor je nasledné linearizovan a transportovan
do bun¢k BJ5183, které obsahuji Ad pateini vektor. Ten obsahuje gen pro rezistenci
na antibiotikum kanamycin. Homologni rekombinaci téchto dvou vektord vznika
rekombinantni Ad vektor se selekci vii¢i kanamycinu. K ovéfeni spravnosti rekombinace je
vektor Stépen restrikéni nukledzou a dale vloZen (transfekovan) do bunék HEK?293, kde jsou

produkovany vysledné Ad vektory.

Pro produkci HC-AdV je potieba ptitomnosti tzv. pomocného adenoviru, jelikoz je
témét veSkerd virovd DNA nahrazena transgenem. V tomto pfipadé€ je opét vyuZivan systém

Cre/LoxP [12, 14].

2.2.2 Adeno-asociovany virus

Adeno-asociovany vir (AAV) je ¢astice malého rozméru, jejiz proteinovy obal ¢ili
kapsida ma tvar obdobny jako Ad tedy ikosaedru. AAV patii do ¢eledé Parvoviridae a rodu
Dependovirus. Je znamo 11 sérotyptt AAV a nejcastéji vyuzivanym je sérotyp 2 (AAV2). Diky
riznym afinitam k danym receptorim na hostitelskych bunikach urcitych sérotypi AAV, je

zajisténo zacileni na riizné typy tkani.

Genom AAYV tvoieny sS DNA o velikosti 4,7 kb je konstruovan ze dvou genu, které
se nazyvaji Rep a Cap. Tyto geny jsou obklopeny opét jako u Ad sekvencemi ITR. Gen Rep
kéduje proteiny, které jsou vyznamné pro replikaci a tedy i pro zivotni cyklus tohoto viru. Jedna
se o proteiny Rep 40, Rep 52, Rep 68 a Rep 78. Druhy gen Cap koduje proteiny (VP1, VP2,
VP3), jez se podileji na vystavbé kapsidové struktury [9, 11, 15].

Vyznamnou vyhodou AAV vektoru je schopnost se integrovat do dlouhého ramene
19. lidského chromozomu, coz ma za disledek dlouhodobé exprese [16]. Nevyhodou AAV
vektorti je nizka kapacita pro vlozeni transgenu, ale i pfesto je tento druh virového vektoru
velmi vyuZzivany ve studiich GT, zejména kvlli své schopnosti plisobeni na fadu riznych tkani
napt. AAVS, ktery ma afinitu k receptoriim vyskytujici se na bunikach mozku, plic a sitnice,
dale sérotypy AAV1, AAV6, AAV7 a AAVS se vazi na receptory, jenZ se nachazi na bunikach
svalll, plic a jater. V n€kterych studiich byly pouzity i tzv. mozaiky, kde byly slouceny 2 rizné
sérotypy AAV vektort. Tyto mozaikové vektory pak vykazovaly afinitu obou Sérotypt.
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AAV vektory jsou cCasto spojovany v klinickych studii GT s 1é€bou monogennich

onemocnéni, o néco méné pak s Iécbou nadorovych onemocnéni [6, 11, 16].

2.2.2.1 Vyroba adeno-asociovanych vektori

Pro konstrukci AAV vektorti za ucelem aplikace v GT se nejprve odstrani geny Rep
a Cap. Misto nich vznikne misto (4,7 kb) pro vlozeni transgenni DNA. Vyroba AAV vektort
je zalozena na aplikaci tfi vektora (viz obrazek 6): plazmidovy vektor, ktery nese ITR sekvence
a dany terapeuticky gen v misté genti Rep a Cap, dalsi plazmidovy vektor s kddovanymi geny
pro Rep a Cap, a pomocny vektor. Pomocny vektor je pfitomen, aby mohlo dojit k uplné
replikaci viru, mize jim byt herpeticky virus, adenovir ¢i bakulovirus. Nasledné jsou tyto tfi
vektory transfekovany do bunék HEK293, kde se poté generuji AAV vektory [15, 16].

ITR ITR

Promoter  Intron Target gene Poly A
DY

P> 19 40 Poly A
; REp —{ Cap >

¥

l Adenovirus, HSV, or baculovirus I

Obrazek 6:Schéma vyroby adeno-asociovanych vektort pro genovou
terapii. Pfevzato z: Zdroj [5].

2.2.3 Retrovirus

Retroviry je skupina pozitivnich obalenych RNA virti a patii do ¢eledi Retroviridae.
Celed’ Retroviridae obsahuje dvé podéeledi: Orthoretrovirinae a Spumaretovirinae. Podéeled
Orthoretrovirinae je v nékterych literaturach pak kategorizovana na jednoduché a slozité
retroviry. Genom slozitych retrovira je navic obohacen o regula¢ni prvky pro jejich replikaci.

Do této skupiny jsou fazeny lentiviry a spumaviry [17].

Struktura retroviri se ponékud 1i8i od vySe zminénych vird. Jelikoz se tedy jedna
o obalené viry, tak je jejich kapsida navic obalena lipidovou dvojvrstvou, jak lze vidét
na obrazku 7. Uvnitf kapsidy se klasicky nachazi genom viru, ktery je sloZzen ze dvou vlaken
ss RNA o velikosti 7 — 12 kb. Na povrchu retrovirové ¢astice vyskytuji jednak povrchové
glykoproteiny (gp), ale i transmembranové gp. Povrchové gp slouzi k pfichyceni viru
na cilovou buiiku jako je napf. u viru HIV gp120 a transmembranové gp napomahaji pii fuzi
viru s hostitelskou bunkou, opét jako priklad u viru HIV gp4l. Genom retroviru obsahuje 3
dulezité geny, které jsou obklopeny sekvencemi LTR. Tyto geny jsou nazyvany jako gag, pol
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a env. Gen gag koduje strukturni a povrchové proteiny, gen pol kdéduje enzymy dilezité

pro ss RNA, jedna se o reverzni transkriptdzu a integrazu, jako posledni gen env kdduje obalové

proteiny [18].
Zivotni cyklus retroviru nejprve
__ gp120
zaCina  pfichycenim povrchovych gp « T }‘// gpa1
e

na vnimavou bunku. Poté dojde k splynuti

obalu retroviru a membrany hostitelské B R —— o
apsida .

buiky, tim se dostava virovd kapsida

do nitra bunky. V tomto okamziku vznika
, ., , Lipidova _—

reverzni transkripci za pomoci E€NZYyMU  gvojurstva

reverzni transkriptdzy zvirové ss RNA

na ds DNA. Tato ds DNA pak putuje { -L &

do jadra bufiky. V pfipadé jednoduchjch Obrazek 7: Struktura retroviru, RT - reverzni

retroviri nedokdze ds DNA proniknout transkriptaza. Pfevzato z: Zdroj [2].

do jadra, proto musi pronikat do jadra jen v okamziku, kdy se bunka déli a doSlo pravé

k rozpadu jaderné membrany. Prostfednictvim enzymu integrazy se virova ds DNA dostava

do hostitelského genomu, kde ziistava jiz permanentné [11, 18].

Pfednostni vyuziti retroviralnich vektorti v klinickych studii GT nalezi 1écba
kardiovaskularnich chorob ¢i tkanové inZenyrstvi. Dale byly pouzity k lécbé tézké
kombinované imunodeficience spojené s chromozomem X (X-SCID), v jistych studiich doslo
K vyraznému zlepSeni, v jiné studii vS8ak u n€kterych pacientd doSlo k vzniku leukémie
a dokonce i k umrti jednoho z pacientl. Vzhledem k témto negativnim vysledkim byla
upfednostnéna snaha o zvySeni bezpecnosti téchto vektori a byly navrzeny SIN vektory
¢ vektory s modifikaci LTR sekvence. Tyto vektory jsou blize popsdny v ndsledujici

podkapitole [9, 18].

2.2.3.1 Vyroba retroviralnich vektori

Pro vyuziti retrovirt jako vektort v GT, jsou geny gan, pol a env deletovany a vznikne
tak prostor pro vloZeni terapeutického genu o maximalni velikosti 8 kb. Zachovany jsou pouze
sekvence LTR, diilezité obalové signaly (y) a signdly pro expresi genomu. Pfi podani takového
vektoru je genom vektoru po fizi s hostitelskou bunikou reverzné transkribovan, transportovan
do jadra bunky, kde dojde k jeho trvalé integraci, ¢imz je zajisténa jeho dlouhodoba exprese.

Nevyhodou retrovirdlnich vektorii, kromé schopnosti pronikat pouze do délicich bungk, je
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nadhodnost vkladani prostiednictvim enzymu integrazy do genomu hostitelské bunky.
Za ptredpokladu, ze by byl transgen vlozen do regula¢ni oblasti genu ptivodniho hostitelského
genomu, nastane tak dysregulace transkripce a dochazi k tzv. inseréni mutagenezi. Ve snaze
potladit toto riziko, byly vyvinuty vektory s mutaci prave integrazy. V druhém ptipadé by mohlo
dojit i1 k aktivaci onkogenu, jelikoz LTR obsahuji sekvence, které jsou schopny po zatfazeni
do genomu hostitele aktivovat expresi okolnich genii a tedy i onkogentl, proto byly navrzeny
tzv. SIN (self-inactivating) vektory, které obsahuji nefunk¢ni LTR na 3¢ konci [6, 9, 19].

Postup pro vznik retroviralnich vektoru prosel v prub&hu nékolika let urcitym vyvojem
s cilem zlepSeni produkce téchto vektord v produkénich liniich a zvySeni bezpeénosti.
Z pocatku se pouzivaly bunécné linie odvozené od mysi (NIH3T3). Pozdé&ji se vSak zjistilo, Ze
mysi bunky produkuji uhlovodikové skupiny galaktdza-a-1,3-galaktozy. Tyto struktury jsou
nasledné prezentovany na vektorovych obalech a Cini tak vektor rychle identifikovatelny
lidskym imunitnim systém, proto se produkce retrovirdlnich vektorti nyni ptiklani k vyuziti

lidskych bunéénych linii [19].

K vlastni konstrukeci retroviralnich vektori je vyuzivana technologie tzv. vyména kazet
zprostiedkovana rekombinazou (RMCE — recombinase mediated cassette exchange). Zapotiebi
je vektor, ktery ve svém genomu nese geny gag, pol a env obklopené heterolognimi sekvencemi
LTR a po obou stranach vektoru se nachazi selekéni markerovy gen napt. gen pro rezistenci
na neomycin. Dale je potiecba plazmidového vektoru, ktery obsahuje transgenni kazetu
s pozadovanym genem, obalovy signal, pocatecni sekvenci gag a 5’LTR. Po vyméné kazet
téchto dvou vektorti za ptisobeni enzymu rekombinazy vznika pozadovany retroviralni vektor

[20].

2.2.4 Lentivirus

Jak jiz bylo v pfedchozi kapitole zminéno, lentiviry fadime do skupiny slozitych
retrovirt. Samotny rod Lentivirus je tvofen dal$imi deviti druhy. Pro tento rod je
charakteristicka dlouhd inkubacéni doba a dozivotni infekce. Nejzndméj$im patogenem je virus

lidské imunologické nedostatecnosti €ili ve zkratce HIV.

Genom lentiviri napt. pravé HIV (konkrétné HIV-1) obsahuje stejné jako retroviry geny
gag, pol a env, navic ale obsahuje dalsi Sest gentl, z nichz dva z téchto gend koduji proteiny Tat
a Rev, které plni regulacni funkci. Protein Tat reguluje reverzni transkripci ss RNA a protein

Rev je nezbytny pro syntézu dalSich virovych proteint. Zbylé ¢tyii geny jsou geny doplitkové,
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ty pak koduji proteiny: Vif, Nef, Vpr a Vpu. VSechny tyto proteiny piispivaji k replikaci viru,

zvysuji jeho infekEnost a napomahaji k transportu novych viriont z hostitelské bunky [17, 20].

Zivotni cyklus retrovird a lentivird je podobny, oviem na rozdil od skupiny
jednoduchych virt, u lentiviru je po priniku do buriky jeho geneticky material diky ptitomnosti
proteinu Vpr pienesen do jadra buiky i u nedélicich se bun€k, coz ¢ini vyznamnou vyhodu

oproti jednoduchym retrovirim [18, 20].

Prvni klinickou studii v GT s vyuzitim lentivirdlnich vektorG byla 1écba péti HIV
pozitivnich pacientd. Vysledky této studie byly vice nez pfiznivé, u vSech pacientd bylo
zaznamenano snizeni virové zatéze a u Ctyf pacientl doslo dokonce ke zvySeni pomocnych T
lymfocyti (CD4+). Po této studii se ohlas o lentivirdlni vektory vyrazné zvedl a pouzivaji
se v klinickych studiich nejen k 1é¢bé HIV ale 1 k 1é¢bé monogenné dédi¢nych onemocnéni jako
je napf. B-talasémie, Wiskott-Aldrichtiv syndrom, X-SCID ¢i cerebralni adrenoleoukodystrofie
[21].

2.2.4.1 Vyroba lentivirovych vektori

Jako ostatni virové vektory prosly vektory odvozené od lentiviru v pritbé¢hu nékolika let
urCitym vyvojem za ucelem zvySeni bezpeCnosti, snizeni rizika inser¢ni mutageneze Ci
zamezeni vzniku novych infekénich ¢astic. Jsou znamy celkem tii generace. U vektorti prvni
generace byl odstranén pouze gen env, vétSina genomu viru byla ponechana. Druhéd generace
vektorii méla kromé genu env deletovany i nékteré regulacni geny. Tteti generace je zalozena
jiz na SIN vektorech. Potfebné geny jako gag-pol, rev a env jsou kodovany zvlast' v ptislusnych

plazmidech [18, 21].

Pro produkci lentiviralnich vektort jsou obvykle vyuzivany bunécné linie HEK293.
U takovychto bunék je nezbytné, aby obsahovaly geny, které zajisti tvorbu lentivirovych ¢astic,
coz je zajiSténo pusobenim plazmidi, které v sobé tyto geny nesou. Mezi tyto plazmidy patii
lentiviralni plazmid, obsahujici transgen obklopeny sekvencemi LTR a obalovy signal. Geny
pol, gag, rev a tat nese druhy plazmidovy vektor. Posledni plazmid koduje gen pro expresi

obalového glykoproteinu G, pochazejici z viru vezikularni stomatidy [19, 21].

2.2.5 Herpes simplex virus

Herpes simplex virus (HSV) patii do celedi Herpesviridae a podceledi

Alphaherpesvirinae. Vibec nejznaméjsimi lidskymi patogeny HSV je typ 1 a 2 (HSV-1,
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HSV-2). HSV-1 vyvolava zejména infekce Gst, rti ¢i hltanu, zatimco HSV-2 zptisobuje infekce
na genitaliich [9, 22].

Castice herpetickych vird je slozena z kapsidy, kde se nachazi ds DNA, jejiz velikost je
152 bp. Kolem kapsidy je vrstva proteinu spole¢né s enzymy, ktera se nazyva tegument. Cela
Castice je chranéna obalem, coz je jako u retrovirt lipidova dvojvrstva. Na povrchu obalu jsou
rozmistény glykoproteiny, slouzici k pfipojeni a vstupu do hostitelské bunky. Genom tohoto
zahrnuje dvé€ jedinecné domény, jedna se tedy o kratkou (US) a dlouhou (UL) doménu, ty jsou
lemovany sekvencemi ITR. V doménach jsou kodovany geny dilezité pro replikacni cyklus
viru, jako jsou napt. geny ICP4 a ICP27. Doména US koduje celkem 12 gend, které jsou
oznacéeny ¢isly US1 — US12, zatimco UL koduje vice nez 4x vice gentt (US1 — US56).

Po napadeni bunky a dodéani viru do jadra, je potfeba k transkripci virové DNA nékolik
gentl, které jsou kategorizovany do 3 skupin, podle toho jaky protein koduji. Jde o skupiny a,
B avy gent. Proteiny ze skupiny a jsou dilezité pro transkripci a jeji regulaci, dale jsou nezbytné
pro syntézu proteint 3 a y. Druha skupina  zahrnuje DNA polymerazu a transkripéni faktory.

Proteiny vy jsou proteiny zejména strukturni.

Vzhledem Kk tomu, Ze herpetické viry piirozené napadaji bunky centralni nervové
soustavy (CNS), jsou vektory odvozené od téchto virti aplikovany v klinickych studiich GT
pro lécbu neurologickych onemocnéni, jako je napi. Parkinsonova choroba, které by mohly
do budoucna piinést priznivé vysledky. V dalSich klinickych studiich jsou herpetické vektory
vyuzity jako onkolytické vektory, tedy pro lé¢bu nadorovych onemocnéni [6, 22].

2.2.5.1 Vyroba herpetickych vektori

Pro aplikaci v GT jako vektory jsou odstranény o geny, kdy poté vznikne misto
pro vlozeni heterologni DNA o velikosti az 50 kb. Herpetické vektory jsou tak nejvétSim
nosicem pro terapeutickou DNA. Mezi charakteristické vlastnosti téchto vektorti patii
pfedevSim vysokd infikovatelnost hostitele, kdy se do genomu buiiky virovy genom trvale
integruje, ¢imz zajistuje dlouhodobou expresi genu, dalsi slibnou vlastnosti je schopnost

transdukce délicich i nedélicich bunégk.

Herpetické vektory se vyrabi homologni rekombinaci dvou plazmidovych vektort. Zde
se jedna o herpeticky vektor s defektnim replika¢nim systémem, v jehoz genomu jsou

deletovany nekteré geny (ICP4, ICP27, ICP22) a obsahuje specificka restrikéni mista Pacl.
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Druhy plazmid nese transgen, ktery je klonovan v mist¢ BamHI. Nasledné jsou oba vektory
Stépeny ve svych specifickych mistech a homologni rekombinaci vznikd pozadovany

herpeticky vektor s danym terapeutickym genem [11, 22].
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3 PROTEINY

GT byva Casto doprovazena z ditvodu zvyseni u¢inku V boji proti danému onemocnéni
bunécnou terapii ¢i soucasné podavanim terapeutickych proteind a slouzi tak bud’ pouze jako

doplné€k, nebo ve spoleéném pusobeni s GT [23].

Produkce rekombinantnich proteinii pro terapeutické ucely pitevazné probiha
v lidskych bunéénych liniich, jako jsou napt. bunky HEK293 [24]. Nicmén¢ ve farmaceutickém
primyslu jsou ze sav¢ich bunék, mimo lidskych bunéénych linii, velice oblibené i produkéni
buikky CHO (Chinese hamster ovary), zde je ovSem nutno kontrolovat ve finalnim 1é¢ivu

hladiny zbytkové DNA, pochazejici z téchto hostitelskych produkénich systému [25].

3.1 Produkéni bunky

V nasledujicich kapitolaich budou popsany vybrané bunécné linie pouzivané

pro produkci rekombinantnich proteind ¢i virovych vektoru v klinickych studiich GT.

Escherichia coli

Bezprosttedné nejznaméjSimi produkénimi buiitkami z prokaryotickych bunck je
bakterie Escherichia coli. Prestoze tato bakteric disponuje mnohymi vyhodami jako je jeji
snadnd manipulace, rychly rist ¢i vysoka produkce rekombinantnich proteinti, neposkytuje
posttranslacni modifikace jako sav¢i buiiky a také neumoziuje skladat proteiny do jejich nativni

konfigurace, proto tedy neni ptili§ vhodna k expresi proteinti pro klinické vyuziti.

Ovsem E. coli je velice ptinosnou pro produkci pDNA, ktera miize byt vyuzivana piimo
jako terapeutickd latka nebo nepiimo pro dalsi aplikace napf. jako vychozi komponenta

pro konstrukci virovych vektort ¢i proteind a jinych biofarmaceutickych produktt [26].

3.1.1 HEK293

HEK293 (human embryonic kidney) je lidskd bunénd linie odvozena
Z ledvinnych bunék embrya. Tato linie byla vytvofena v Holandsku jiz v 70. letech minulého
stoleti Frankem Grahamem. Jeji imortalizace byla provedena prostfednictvim transformace
virové DNA pochézejici z adenoviru typu 5. Cislo 293 symbolizuje, ¢ se jednalo

0 transformacni experiment ¢islo 293. HEK293 jsou jednou z nejvice pouzivanych bunéénych
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linii vyuzivané k pfechodné expresi rekombinantnich terapeutickych proteind, K produkci

virovych vektorti pro genovou a bunécnou terapii.

Jelikoz se jedna o bunécnou linii odvozenou z lidskych buné€k, jsou tak zajiStény
piirozené posttranslaéni modifikace jako je napt. glykosylace, ktera napomaha ke spravné
ucinnosti a zlepSeni imunogennich vlastnosti rekombinantnich virovych vektort ¢i proteint.
Kdyby pouzity vektor mél na sob¢é navazany jiné nez lidské glykany, doslo by k aktivaci
komplementarniho systému a dale k jeho degradaci. HEK293 slouzi jako produk¢ni hostitelsky
systém pro generaci napfi. retrovirdlnich vektorli, adenoviradlnich, AAV ale 1 lentiviralnich

vektoru [24, 27].

Dnes jiZ existuje fada modifikovanych linii odvozené od piivodni HEK293 se zamérem
zlepSeni jejich vlastnosti v souvislosti s uzitim pro danou aplikaci. Mezi takové linie patii
FIp293A a 293 FLEX. Od sebe se lisi tim, Ze FIp293A exprimuje obal z viru mysi leukémie
a 293 FLEX z opiciho viru, ktery napada gibony — GALV. Tyto bunécné linie jsou pouzivany
k produkci retroviralnich vektort, konkrétné pro technologii RMCE, kde se kolem integra¢nich

mist nachazi specifické misto pro Flp rekombinazu [28].

3.1.2 PER.C6

PER.C6 je opét lidskd bunécénd linie, kterd pochazi z primarnich embryonalnich
retindlnich bunék. Imortalizace téchto bunék probéhla transfekci prostfednictvim adenoviru
typu 5. PER.C6 buriky jsou nejen vybornym hostitelskym systémem pro vyrobu adenovirdlnich
vektorti pro ucely GT, ale také se pouzivaji pro vyrobu vakcin a terapeutickych proteint, kde
umoziuji jejich trvalou ¢i pfechodnou expresi. Stejné jako u HEK293 bunck, PER.C6 poskytuji

lidské posttranslaéni modifikace, coz je jejich cennou vyhodou [29].

3.1.3 CHO

Buné&na linie CHO, odvozena z ovarialnich bunék ¢inského kiecka (Cricetelus

griseus), patii k nejcastéji vyuzivanym hostitelskym systémum pro produkci rekombinantnich

ey ee

rok byl poprvé schvalen produkovany rekombinantni protein v sav€ich bunikach pro vyuZiti

v klinické praxi. Jednalo se o aktivator plazminogenu, ktery byl vyroben pravé v CHO burnkach.

Oblibenost téchto bunck spociva v jejich prednostech napt. hned prvni je prokazany

bezpecnostni profil, dalsi spoc¢iva ve schopnosti CHO bungk riist v bezsérové suspenzni kultute.
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Ackoliv CHO burnky nejsou odvozené z lidskych bunék, poskytuji posttranslacni modifikace,
které jsou velmi blizké modifikacim, jez se pfirozené vyskytuji v proteinech lidského
organismu, proto jsou CHO bunky tedy vhodnym kandidatem pro produkci rekombinantnich
lidskych proteinti [25, 30]. Piehled produkovanych proteint I1ze vidét v tabulce 1 [31].

CHO burky také ¢asto slouzi, krom¢ produkce proteinovych terapeutik, jako modelovy
organismus pro ucinnost v klinickych studiich GT. Do bun¢k je tedy vnasSena dand pDNA, ktera
ve svém genomu obsahuje terapeuticky transgen, jenz ma byt pouzit pro GT a vyhodnocuje

se ucinnost transfekce pro CHO buiky [32].

Tabulka 1: Ptehled produkovanych rekombinantnich proteini v CHO buiikach. Upraveno podle: Zdroj [6].

Komeréni nazev Typ proteinu Klinické vyuziti
Vectibix Anti-EGFR mADb Metastaticky kolorektalni karcinom
Myozyme a-glukosidaza Glykogenoza typu II
Aldurazyme Laronidaza Mukopolysacharidédza typu I
Orencia Abatacept Revmatoidni artritida
Naglazyme N-acetylgalaktosamin-4-sulfataza Mukopolysacharidoza typu VI
Luveris Luteiniza¢ni hormon Neplodnost
Avastin Anti-VEGT mAb Metastaticky kolorektalni karcinom,

rakovina plic
Advate Factor VIII Hemofilie A
Xolair Anti-IgE mAb Astma
Raptiva Antu-CD11a mAb Psoridza
Fabrazyme a-galaktosidaza Fabryho choroba
Rebif Interferon-f RoztrouSena sklerdza
Humira Anti-TNFa mAb Revmatoidni artritida
Aranesp Erytropoetin Anémie
Campath Anti-CD52 mAb Chronicka lymfocytarni leukémie
ReFacto Faktor VIII Hemofilie A
Tenecteplase Tkanovy aktivator plazminogenu Infarkt myokardu
Herceptin Anti-HER2 mAb Karcinom prsu
Enbrel TNTa receptor Revmatoidni artritida
Benefix Faktor IX Hemofilie B
Follistin/Gonal-F Folikulostimula¢ni hormon Neplodnost
Rituxan Anti-CD20 mAb Non-Hodgkintiv lymfom
Avonex Interferon-f RoztrouSena skleroza
Cerezyme B- glukocerebrosidaza Gaucherova choroba
Pulmozyme Deoxytibonukledza Cysticka fibroza
Epogen/Procrit Erytropoetin Anémie
Activase Tkanovy aktivator plazminogenu Akutni infarkt myokardu
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4 KONTAMINUJICI DNA

Pii vyrobé terapeutickych latek pro GT je pfitomnost kontaminujici DNA jednim
z kritickych faktord. PfedevS§im v procesu produkce virovych vektori a rekombinantnich
proteint, které budou nasledné vyuzity jako biofarmaceuticky produkt, se zde jako hostitelsky
expresni systém vyuziva ruznych tkanovych kultur [33]. Postup piipravy vektord je uveden
vyse. Pro technologii vyroby rekombinantnich proteinii je nejprve tfeba pfipravit inzert,
obsahujici sekvenci genli kdédujici dany protein. Inzert je pak vlozen do pfisluSného
transportniho vektoru. Takto pfipraveny vektor je vpraven do hostitelské buiiky a ndsledné
dojde k syntéze pozadovaného proteinu prostfednictvim genové exprese. Poté je tfeba nové

syntetizovany protein ocistit neboli purifikovat od bunécnych zbytkt [34].

Ptipadnd kontaminace vysledného lé¢iva pochazi z pouzitych produkénich linii —
zbytkové Casti téchto bunék. Muze se jednat bud’ o proteiny, nebo o0 rtzné fragmenty DNA
¢ili rezidualni DNA. Takovato kontaminace pfedstavuje mozné riziko vzniku nezadoucich
reakci, ohrozujici Zivot lidského organismu — pacienta. Zbytkova DNA muze pochazet
Z raznych druhti bunék, vzhledem k dostupnosti fady hostitelskych organismti hovoiime
v kontextu s potencionalni ptitomnosti rezidualni DNA o rizicich tykajici se zejména
infek¢nosti, onkogenicité, imunogenicit¢ ¢i mutagenezi. Z téchto divodu je nezbytné, aby

hladina této DNA v takto vzniklych 1é¢ivech, byla kontrolovana.

Jak jiz bylo zminéno vySe v textu, GT byva ¢asto spojena s buné¢nou ¢i proteinovou
terapii. Prestoze se GT snazi nahradit potfebu uzivat takto pfipravenych proteinti, do uplné¢ho
vyléceni je tfeba i nadale proteiny podavat. Opét by kontaminace rezidualni DNA mohla
zapiiCinit nezadouci reakce v organismu, proto je i zde nutna kontrola hladin kontaminujici

DNA.

Prostednictvim organizace FDA (Ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv) byla stanovena
mezni hodnota rezidudlni DNA 100 pg na davku léCiva, coZ je tedy maximalni piipustné
mnozstvi zbytkové DNA. Svétova zdravotnicka organizace (WHO) a Evropskd unie (EU)
schvalila tuto hodnotu na 10 ng/davka [33, 35].
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4.1 Metody detekce kontaminujici DNA

Metody pouzivané k detekci zbytkové DNA musi byt piesné a velice citlivé.
V nésledujicich kapitolach budou popsany metody, kterymi Ize takovou cizorodou DNA

kvantifikovat [35].

4.1.1 Polymerazova retézcova reakce

Polymerazova fetézcova reakce (PCR) je Siroce vyuzivana metoda, jejiz zakladem
je tzv. amplifikace neboli zmnozeni pozadovaného tiseku DNA. Metodu PCR popsal teoreticky
jiz v roce 1971 profesor Kjell Kleppe. OvSem za jeji podstatné vylepSeni do té miry, Ze ji bylo
mozno vyuZzivat v laboratofi, se vV roce 1983 zaslouzil americky biochemik Kary Mullis, ktery
nasledné za tento objev v roce 1993 obdrzel Nobelovou cenu. Dnes ma tato metoda uplatnéni
nejen v molekularni biologii, ale i napt. v oboru mikrobiologie a potravinafstvi k identifikaci

patogent [36].

Kvlastni PCR je potfeba nékolik komponent, mezi které patii templatova DNA,
primery, dale volné nukleotidy a DNA polymeraza. Jako templat slouzi tedy DNA o znamé
sekvenci, na které se prostiednictvim PCR amplifikuje urcity segment. Délka tohoto segmentu
se pohybuje v rozmezi od 100 — 1000 bp (para bazi). Dal§imi nezbytnymi prvky reakce jsou
tzv. primery. Primery jsou kratké oligonukleotidové fragmenty, které jsou komplementarni
k templatové DNA. Nasednutim na fetézec DNA, tak vymezi specificky usek vznikajiciho
produktu. Primery se pouZivaji v paru, jedna se o pfimy a reverzni primer. Jejich délka byva
16 — 20 bp. DNA polymeraza je enzym, ktery zajiStuje syntézu nové vznikajiciho PCR
produktu. K této syntéze vyuziva volné nukleotidy (ANTP), které jsou v reakéni smési ptitomny
vpodobé Na® ¢&i Li* soli. Nejcastéji pouzivanou DNA polymerdzou je termostabilni

Tag-polymeraza, ktera je izolovana z termofilni bakterie Thermus aquqticus, zijici v horkych

pramenech. Tag-polymeraza tak odolava vysokym teplotam béhem PCR [37].

Metoda PCR se tedy sklada celkem ze tii na sebe navazujicich krokt (viz obrazek 8).
Prvnim krokem této reakce je tepelna denaturace, pii které se vzorek vlozené dvoufetézcové
DNA rozplete na dvé jednoducha vlakna. K G€innému rozvolnéni dvouvldknové struktury
probiha tento krok pii vysoké teploté, kterd obvykle ¢ini 90 — 97 °C. Nasleduje druhy krok
reakce tzv. annealing, kdy dojde k poklesu teploty na 50 — 60 °C, coz je teplota, pii které
nasedaji primery na specificka mista jiz denaturované DNA. Ttetim krokem je extenze nebo

také elongace, probihajici za teploty 70 — 72 °C. Zde se syntetizuji prostiednictvim
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termostabilni DNA polymerazy nova komplementéarni vlakna DNA. Tyto tfi kroky (denaturace,
annealing a extenze) se nasledné cyklicky opakuji 30 — 40% a to za pomoci ptistroje znamého
jako termocyklér. Mnozstvi PCR produktu stoupa exponencialné, na konci reakce obsahuje asi
10° — 10° nové nasyntetizovanych molekul. Na zavér se provede vizualizace vysledného

produktu pomoci elektroforézy [38].

Target
sequence

Cycle 1 /—

Denaturation @ 5= =
Annealing @

Extension ©

Obrazek 8: Schéma principu polymerazové fetézcové reakce. Prevzato z: Zdroj [7].

4.1.2 Polymerazova retézcova reakce v realném case

Jelikoz u rezidualni DNA hovoiime pouze o stopovém mnoZstvi DNA, je tedy nezbytné,
aby zvolena metoda byla schopna detekovat i takto malé koncentrace. Pravé tyto pozadavky
splituje polymerazova fetézcova reakce v redlném cCase neboli real-time PCR, kterd tak
predstavuje velice citlivou metodu. Zasadni rozdil od klasické PCR je v tom, Ze real-time PCR
umoziuje pomoci fluorescenéniho signalu analyzovat mnozstvi vznikajiciho produktu
vV kazdém cyklu, kdezto u tradicni PCR je vysledny amplifikovany fragment detegovan az

na konci reakce po provedeni gelové elektroforézy [33, 39].
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Real-time PCR zahrnuje vSechny tfi kroky (denaturace, annealing, extenze) probihajici
v cyklech jako klasicka PCR. Jak uz bylo podoktnuto, real-time PCR vyuziva fluorescen¢ni
signal Kk monitorovani mnozstvi vznikajiciho amplifikovaného produktu béhem kazdého
jednotlivého cyklu reakce. Ke vzniku fluorescenéniho signalu je zapotiebi piitomnost
fluorescencnich molekul. Nejcastéji pouzivanymi jsou fluorescenéné znacené sondy

¢1 interkalacni barviva.

Interkala¢ni barviva  jsou tedy

fluorescen¢ni  barviva, ktera se vazou ®
lDenaturatilon|

na dvoufetézcovou DNA. Dnes je nejvice SEEEEEEREEEEE

roz§ifené¢ barvivo SYBR Green I, Ize ale pouZit

1 jina barviva jako je napi. SYBR Gold, 2 Amnealing

. . . 1-|-Taq ® e ®
EvaGreen ¢i SYTO barviva. Tato barviva za¢nou -@‘i Tt l@ﬂ :

emitovat zareni aZ po navdzani na nov¢ vznikla

vlakna DNA béhem posledniho kroku reakce

o oy . Exte
(extenze), jak je znazornéno na obrazku 9. 3 Extensign T '—I—Taq

Intenzita toho =zafeni se pak zvysuje A “”'i"‘l"'i‘l Liti1il

R Obrazek 9: Princip SYBR Green barviva.
Ptevzato z: Zdroj [8].

produktu. Nezadouci je vSak tvorba nespecifickych produktd, coz mohou byt napi. dimery

se vzrustajicim mnozstvim vznikajiciho PC

primerd. Jelikoz fluorescencni barviva emituji zafeni v pritomnosti jakékoliv dvoutetézcové

DNA, mohlo by tak dojit k neptiznivému ovlivnéni kvantifikace produktu.

Z tohoto divodu je vhodné provést na zavér PCR analyzu kiivky téni. Jedna
se o zavislost fluorescence na teploté, kdy se vzristajici teplotou postupné klesa fluorescence.
V okamziku dosazeni tzv. teploty tani (Tm), coz je teplota, pii které se polovina
dvousroubovicovych molekul DNA rozplete, uvolni se i barvivo. Nad touto teplotou
fluorescence prudce klesa. Piipadny nespecificky produkt se lisi v teploté tani od citlivého

produktu, tedy jeho ptitomnost Ize takto rozpoznat.

Fluorescencné znacené oligonukleotidy jsou dal$i moznosti vedle interkala¢nich barviv,
kterymi lze monitorovat fluorescenéni signal. Do této skupiny fadime fluorescenéné znacené
primery a sondy. V dne$ni dob¢ jsou nejvice rozsifené tzv. TagMan sondy. TagMan sonda patii
mezi hydrolyzaéni sondy, jeji struktura zahrnuje kratky oligonukleotidovy fetézec, ktery je

komplementarni s ¢asti templatové DNA v misté mezi primery. Na 5’- konci sondy je ukotvena
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fluorescencni latka, tzv. reportér a na 3’- konci zhasec, Q e

B

ktery pohlcuje fluorescenci z reportéru. Béhem

polymerizace, kdy probiha syntéza novych vlaken, je e
prostiednictvim termostabilni DNA polymerazy @ Extension
sonda odbourana, ¢imz prestava byt fluorescence ?_@
Zreportéru pohlcovdna zhaSeCem a dochdzi tak e ———
k jejimu nartstu (viz obrazek 10). Fluorescence je pak '

Q

—

tedy umérnd mnozstvi amplifikovaného specifického

—

produktu.

K uskute¢néni real-time PCR je nutny oprssek 10: Princip TagMan sondy,

oznaceni R - reportér, Q — zhasec¢. Prevzato
z: Zdroj [6].
tepelného cyklovani, obsahuje zdroj excitatniho svétla, ktery excituje fluorescencni zareni

specialni piistroj tzv. cyklér, ktery krome schopnosti

a dale detek¢ni systém pro zachyceni fluorescence [39].

4.1.3 Prima metoda polymerazové retézcové reakce v realném case

U béznych metod, které se vyuzivaji k detekci a kvantifikaci rezidualni DNA
Z hostitelskych bunék, zahrnuji pred vlastni kvantifikaci izolaci DNA z terapeutického léCiva.
Ackoliv real-time PCR piedstavuje vysoce citlivou metodu, krok izolace DNA zbytecné
komplikuje zpracovani vzorku a muze vést ke ztrat¢ DNA, coz ovliviiuje negativné citlivost
této metody. Z ¢ehoz vyplyva, Ze je zadouci, aby byl krok izolace vynechan. Takovou metodu
pro kvantifikaci zbytkové cizorodé DNA popisuje piima metoda real-time PCR neboli pfiméa

gPCR.

Piima qPCR tedy probiha bez ptedchozi izolace DNA, misto toho je vzorek
rekombinantniho 1éCiva pfed vlastnim provedenim qPCR S$tépen prostfednictvim protedzy
KAPA, kterd je pak denaturovana pii vysoké teploté. Timto dochédzi k degradaci proteind,
pfedevSim nukledz nebo v piipadé proteinového preparatu samotného proteinu, bez nutnosti
jeho odstrailovani. Obecné protedzy piedstavuji skupinu enzymi, které $té€pi proteiny na kratké
fragmenty. KAPA je relativné nova termostabilni protedza. Nejprve je vzorek inkubovan
po dobu 60 min pii 56 °C s proteazou KAPA, nasleduje dalSich 10 min inkubace tentokrat
pii95 °C, coz je teplota pii které je KAPA denaturovana. V tomto okamziku je vzorek pfipraven

pro qPCR [40].
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Dalsi moznosti ptimé qPCR je pouziti nespecifické aminopeptidazy proteinazy K. Opét
se jednd o enzym, Sté€pici proteiny, stejné tak jako u proteazy KAPA. Jeji optimalni pH
se pohybuje v rozmezi 7,4 — 8 pH a teplota v rozmezi 37 — 60 °C (do 60 °C zistava jesté
stabilni). Vzorek rekombinantniho proteinu je nejdiive inkubovan po dobu 8 — 20 hodin pii
55 °C s proteinazou K a ptidavkem dodecylsulfatu sodného (SDS), ktery zvysuje jeji aktivitu.
Poté je smés vystavena na 10 min teploté 95 °C. Pii této teploté dochazi k inaktivaci proteinazy
K. Jelikoz by SDS mohl v nasledujicich krocich qPCR inhibovat aktivitu DNA polymerazy, je
nutné, aby do PCR mixu byl pfidan Tween 20 k eliminaci aktivity pravé SDS [41].
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5 CILE PRACE
Cile prace:

1. ResSerse — materidly genové terapie a jejich DNA kontaminanty

S 4

2. Vyvoj a validace metody pro detekci kontaminujici kie¢¢i DNA (qPCR)
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6 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace je validace metody pro detekci
kontaminujici DNA, konkrétné detekci rezidudlni DNA z CHO bun¢k tedy DNA pochazejici
z ¢inského kiecka. Na zékladé reSerSe jsme zjistili, Ze jsou CHO buiiky Vv soucasné dobé¢ casto
pouzivané ve farmaceutickém prumyslu jako hostitelsky organismus pro produkci rtiznych
terapeutickych proteind. Dle tohoto faktu byla zvolena tato potencionalné kontaminujici DNA.
Pro takovouto detekci je ovSsem potieba velice citliva metoda, proto byla zvolena metoda
real-time PCR.

Béhem validace metody real-time PCR je nezbytné nejprve optimalizovat nckolik
parametrl PCR reakce, jako je sloZzeni reakéni smési €i teplotni profil amplifikace pro spravny
prubeéh reakce. Mezi valida¢ni parametry potom patii specifi¢nost, selektivita metody, dale

linearita, rozsah metody, preciznost, limit detekce a limit stanovitelnosti. Pro detekci zbytkové

vvvvvv

6.1 lzolace DNA

Pro izolaci genomové DNA z vybranych vzorkli bunécnych linii byl pouzit kit
pro izolaci DNA (Kit for isolation of DNA from tissues — Generi Biotech), ktera probiha
na koloné¢ se silikagelovou membranou. Tento izola¢ni protokol umoziuje ziskat vysoce Cistou

genomovou DNA.

Prvnimi kroky izolace DNA byla ptiprava vzorku a nésledné tzv. ptedlyzaéni krok, kdy
do zkumavky se vzorkem byl napipetovan pufr BLO a Proteinasa K a cely roztok byl promichan
ve vortexu. Tyto roztoky ndm zajiStuji spravnou lyzu vzorku, ¢imz se naru$i bunécnd sténa
bun¢k a dojde k uvolnéni bunécnych kompartmenti. Po prob&hlé inkubaci, kterd trvala
1 — 3 hodin pii 56 °C, byl pfidan pufr BL1, opét bylo potieba vzorek s roztoky promichat
ve vortexu a inkubovat, tentokrat pfi 70 °C po dobu 10 minut. Poté byla zkumavka se vzorkem
centrifugovana (3000 x g, 5 s) a pfidan ethanol, ktery je dulezity pro navazani DNA
na silikagelovou membranu (kolonku) za specifickych podminek. Po fadném promichani
pomoci vortexu byl vzorek opét centrifugovan (3000 x g, 5S). V nasledujicim kroku — navazani
DNA, kde bylo potieba ptepipetovat vzorek na kolonku umisténou ve sbérné zkumavce

a centrifugovat (11 000 x g, 1 min). Kolonka s navazanou DNA byla dale umisténa do nové
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sbérné zkumavky a promyvana pomoci dvou pufri (pufr BL2 a BL3). Filtrat z promyvacich
krokl byl odstranén a kolonka vloZzena do nové spravné oznacené zkumavky. Poslednim
krokem byla eluce, tedy uvolnéni DNA navdzané na membrané, kdy na stfed kolonky byl
napipetovan piedehfaty eluéni roztok (BL4) a nasledovala inkubace pii laboratorni teploté
po dobu 1 minuty. Po prob&hlé inkubaci byl vzorek s DNA naposledy centrifugovan
(11 000 g %, 1 min) a takto pfipraven K nasledujicim aplikacim. Schéma popsané izolace lze

vidét na obrazku 11.

9 Priprava vzorku
1 ° 1-25 mg vzorku tkané na malé kousky

Predlyzacni krok

\ 2 180 pl Buffer BLO, 25 pl Proteinasa K
° mix

56°C,1-3 h

Lyza vzorku
3 200 pl Buffer Bl1
o mix
70°C, 10 min

4 Pfidani ethanolu
° 210 pl ethanol (96-100%)

5.

Navazani DNA
nanést vzorek
centrifugace 1 min /11 000 x g

6.

Promyvaci krok

500 pl Buffer BL2

centrifugace 1 min /11 000 x g
600 pl Wash Buffer BL3

l centrifugace 2 min /11 000 x g

/.

Eluéni krok

100 pl predehratého Buffer BL4 (70°C)
inkubace 1 min pfi lab. teploté
centrifugace 1 min /11 000 x g

-1

Obrazek 11: Schéma postupu izolace DNA z tkéni. Prevzato z: Zdroj [10].
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6.2 Reagencie, chemikalie, izolaty DNA a pristroje

Master Mixy (Generi Biotech): gb Elite PCR Master Mix, gb Basic PCR Mater Mix,
gb SG PCR Master Mix

IWA (demineralizovana voda) — ptistroj IWA Rosa (WATEK)
DNA z bunéénych linii:

CHO (kiecek), NIH3T3 (mys), WBF 344 (potkan), K562 (¢lovek), izolat lidského
bukalniho stéru, DNA izolovana z Penicilium chryseogenum — veskeré organismy byly
poskytnuty laboratoii GB a pochazi ze sbirek ATCC nebo ECACC, v ptipadé
Penicillium ze sbirek CCF.

Rekombinantni lidské proteiny rhSHBG (Generi Biotech) lot 270160004, 270160005, 00116
a 270046004

Vortex — BioSan

Mini centrifuga Hermle

Centrifuga BioSan LMC — 3000

Real-time cyklér CFX Connect (BioRad)
Spektrofotometr Nanodrop ND — 1000 (Thermo)
Automatické pipety Eppendorf (rozsah 0,5 — 1000 pl)

6.3 Detekce DNA ¢inského kire¢ka

Jak jiz bylo vySe zminéno, zvolenym kontaminantem pro validaci metody detekce
cizorodé DNA této diplomové prace je rezidualni DNA pochazejici z ¢inského kiecka.
Pro nésledujici experimenty byly pouZity vzorky genomové DNA izolované z bunécéné linie

CHO (zdroj ECACC-85050302). Vzorky byly ptipraveny v laboratofich Generi Biotech.

Cilem je tedy optimalizace specifické detekce za pouziti vzorkl genomové DNA z CHO
bunék a to i ve smesi s lidskou DNA ¢i DNA pochazejici z jinych organismt. Tim dochézi
k simulaci, kdy je pfipravovana terapeuticka DNA v téchto buiikdch a DNA bun¢k CHO je

potom kontaminant.
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V naSich dalSich experimentech jsme zahrnuli testovani metody na skutecnych vzorcich
purifikovanych i nepurifikovanych proteint produkovanych v CHO bunikach, abychom zjistili

jeji aplikovatelnost. Limitni hodnoty detekce musi spliovat podminky nejniz$i mnozstvi

rezidualni DNA stanovené organizacemi FDA, WHO a EU.

6.3.1 Detekéni systém I

Pro prvni detekéni systém k analyze DNA c¢inského kiecka, ktery byl pouzit v rdmci
této Casti diplomové prace, jsme vychazeli z pivodni studie dle Hussain [40]. Rozhodli jsme

se tuto studii vyuzit, protoze uvadéla vysokou specifitu a nizky detek¢ni limit metody.

6.3.1.1 Navrh primeri a sondy

Jednim z nejdulezitéjsich krokti metody real-time PCR je dobra volba konstrukce
a navrh primert. Pfi navrhu sekvence primerd je potfeba se vyhnout tomu, aby primery
neobsahovaly piili§ opakujicich se bazi nebo tzv. palindromy, coz jsou sekvence DNA, jez
se ¢tou stejné jak od 5° konce k 3¢ konci, tak od 5° konce smérem Kk 3¢ konci na druhém vlakné
DNA. Primery by mély nasedat na cilovou sekvenci DNA a tim ndm zajistit specifickou detekci
DNA pro dany druh organismu. Jejich délka by méla byt 18 — 25 bp [42]. Primery a sonda,
které byly pouzity pro tuto detekci kontaminujici DNA, jsou konstruovany tak, aby cilily
na repetitivni sekvence Alu. Alu jsou sekvence DNA, které se v daném genomu opakuji

ve velkém poctu kopii, coz zlepSuje detek¢ni limit [40, 42].

Pro naSe experimenty jsme vysli ze sekvenci primert a sondy z jiz zminéné studie dle
Hussain [40]. Provedli jsme tpravy fluorescen¢niho znaceni sondy. V piipadé pouzité sondy
se jednalo o hydrolyza¢ni oligonukleotidovou sondu, kde na 5¢ konci je ukotvena fluorescencni
latka FAM (tetrachlorofluoresceinem) a na 3 konci tzv. fluorescenéni zhase¢ BHQ (black hole

quencher). V tabulce 2 jsou uvedeny jednotlivé sekvence primeri a sondy.

Tabulka 2: Sekvence primerti a sondy pro detekci ki'e¢¢i DNA — systém 1.

Nazev Primery (5¢-3°)

gCHO-res-FW | GGTCCTGAGTTCAATTCCCA
gCHO-res-Rev | ATCTGCACACCAGAAGAGGG
Sonda (5¢-3°) FAM - BHQ
gCHO-res CAACTACATGGTGGCTCACAAC
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6.3.1.2 Optimalizace sloZeni reakéni smési

Jelikoz jsme oproti ptivodni studii pouzili jinak znacenou sondu a vyuzivame i jinou
PCR chemii, bylo nutné reakci optimalizovat. V nasich experimentech jsme vyzkouseli dva
typy master mixu, které se komerén¢ vyrabi ve firmé Generi Biotech. Jednalo se gb Basic
Master Mix a gb Elite Master Mix. Tyto master mixy jiz zahrnuji optimalizované smési
komponent pro amplifikacni reakci real-time PCR. Obsahuji chemicky upravenou DNA
polymerazu odvozenou z bakterie Thermus aquaticus. Konkrétné se jedna o typ polymerazy
hot-start s kratkou aktiva¢ni dobou (3 min, pii 95 °C) a exonukleazovou aktivitou ve sméru
5¢-3¢. Dale gb Elite a gb Basic obsahuji reakéni pufr, ANTP, MgClz a slozky, které brani inhibici
PCR reakce (Generi Biotech). Jelikoz se jedna jiz o optimalizované master mixy, nebylo tieba

jejich slozky dale upravovat.

Pii volbé koncentrace primeri a sondy jsme opét vychazeli z ptvodni studie.
Koncentrace obou primert (ptimého a reverzniho) byla tedy 10 uM a koncentrace hydrolyzacni
sondy 2,5 uM. Jako templatovou DNA jsme pouzili vzorek kie¢éi DNA izolované z CHO
bunék o koncentraci 28,5 ng/ul. Vzorek byl v reakcich pro metodu real-time PCR aplikovan
jako neziedény, dale 10x a 100x ziedény. Pii vyhodnoceni jednotlivych master mixi nebyl

shledan zadny rozdil v pribéhu reakce a v rdmci financnich divoda jsme se rozhodli pro dalsi
6.3.1.3 SloZeni reakéni smési

Pocatecni slozeni reakéni smési, kde jsme zkouseli vyuziti dvou raznych komercné

vyrabénych master mixu:

2 ul vzorek (templatova DNA)

9l gb Basic Master Mix/gb Elite Mater Mix
3,2ul smé&s PCR primert (10 pM)

0,45 ul sonda (2,5 uM)

Do 20 ul demineralizovand voda

Vysledné slozeni PCR reakce je uvedeno nize (viz kapitola 8 VYSLEDKY
A DISKUZE).
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6.3.1.4 Optimalizace teplotniho profilu reakce

Pro optimalizaci teplotniho profilu reakce jsme nejprve pouzili teplotni profil, ktery
zahrnoval nasledujici kroky (viz tabulka 3). Prvnimi kroky byly pocateéni denaturace, kdy
prvni zacinala pfi teploté 50 °C po dobu 2 minut a druha byla jiz vyssi (95 °C, 10 minut).
Pii téchto teplotach tak dojde k denaturaci potencionalné pfitomnych proteinti, dale k plnému
rozvolnéni dvousroubovice DNA a také kaktivaci termostabilni Taq polymerazy.
Poté nasledovalo 40 opakujicich se cykld, v nichz se stiidaly dvé teploty. Prvni byla opét teplota
denaturaéni pii 95 °C, 15 sekund. Druha byla teplota pii 57 °C po dobu 1 minuty. Pfi tomto
kroku dochazelo k hybridizaci primerd na templat neboli annealingu a zaroven probihala
i elongace, coz je prodluzovani primerti za pomoci Taq polymerazy a tedy i vzniku PCR

produktu.

Tabulka 3: Pocateéni teplotni profil pouZity k optimalizaci pro detekci kieé¢i DNA - systém II.

Pocatecni teplotni profil pouzity pro optimalizaci
Teplota Cas Pocet cykli
50 °C 2 min 1
95 °C 10  min 1
95°C 15 s
- 40
57 °C 1 min

Jako negativni kontrola ndm slouzila demineralizované voda a jako pozitivni kontrolu
jsme pouzili DNA izolovanou CHO bun¢k o znamé koncentraci. Jelikoz jsme praveé u negativni
kontroly ptfi vyhodnocovani tohoto teplotniho profilu ziskali pozitivni signal, bylo potieba

ho upravit.

Nejprve jsme upravili teplotu i ¢as kroku annealingu a elongace, abychom tak zajistili
spravné nasedani primert na specifickou ¢ast rozvolnéné DNA. Teplotu jsme ménili v rozsahu

57 — 62 °C. Déle jsme optimalizovali ¢as elongace.

V ramci zjednoduseni teplotniho profilu a jeho zkraceni jsme zkusili vynechat prvni
denaturacni teplotu, tedy 50 °C po dobu 2 minut, coZ se nam pii analyze reakce osvéd¢ilo

a nepfineslo nam zadné neptiznivé rozdily v ziskanych vysledcich z real-time PCR reakce.

6.3.1.5 Specificnost metody

Specificnost metody ¢ili schopnost detekovat pouze danou veli¢inou, kterd ma byt

stanovena, lze v této aplikaci docilit prostiednictvim sprdvné navrZzenych primeri, jez

45



se specificky navazi pouze na pozadovany usek DNA [42]. Dosazeni vysoké specificnosti
metody bylo pro nase ucely v této praci zdsadnim parametrem. Jelikoz byly v metod¢ zahrnuty
primery i hydrolyza¢ni sonda, kterd nam tim zaji$t'uje tzv. dvojitou specifitu, méli bychom tedy

dosahnout vysoké specificnosti metody.

Pro experiment analyzy specifické¢ detekce DNA pochazejici z ¢inského kiecka jsme
pouzili izolaty z nasledujicich organismu: ¢inského kiecka (CHO), potkana (WBF 344), mysi
(NIH3T3), plazmidovou DNA, DNA E. coli, izolat z lidského bukalniho stéru a také z lidskych
bunéénych linii CaCO. Vsechny vzorky DNA jsme nejprve ziedili 100x a do real-time PCR
aplikovali v triplikatech.

Po probéhlé reakci jsme hodnotili dle dosazenych vysledki specifické zacileni

detekéniho systému 1.

6.3.1.6 Selektivita metody

Selektivitu je potieba testovat, proto abychom zjistili, jak je metoda schopna
nezkreslené detekovat pouze danou latku, v naSem piipadé DNA ¢inského kiecka v pfitomnosti

jinych rusivych latek [43].

Zde jsme pouzili vzorek DNA ¢inského kiecka o koncentraci 28,5 ng/ul a vzorek lidské
DNA izolovany z bukalniho stéru s 87,6 ng/ul. Tyto vzorky jsme nejprve ziedili 100x
demineralizovanou vodou a poté jsme si pfipravili vzorky s postupné ziedénou kiec¢i DNA
pomoci lidské DNA. Poméry DNA cinského kiecka/lidska DNA, které byly zhotoveny: 100/0,
99/1, 95/5, 90/10, 75/25, 50/50, 25/75, 10/90, 5/95, 1/99, 0/100. Ze zaznamu probehlé reakce
bylo hodnoceno, zda je metoda schopnd detekovat pouze kiec¢i DNA a to tedy i v téch nejvice
ziedénych vzorcich lidskou DNA a také jsme vyhodnocovali, jak se méni signal pro DNA

¢inského kiecka s timto fedénim.
6.3.1.7 Rozsah a linearita metody

Linearitu Ize charakterizovat jako zavislost mezi odezvou daného pfistroje a koncentraci
méfeného analytu. K vyhodnoceni se u tohoto parametru pouZziva regresni ptimka a hodnocena
je zde pravé tésnost shody C¢ili korelace mezi zavislosti odezvy a koncentraci analytu. Uvadi
se v druhé mocniné R (R?), coZ je tzv. Pearsoniiv korelaéni koeficient. Pfi¢emz R? by se mél

co nejvice priblizovat hodnoté 1. V podstaté lIze Fici, Ze ¢im je R? blize hodnoté 1, tim silng&jsi
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je korelace [44]. Pomoci linearni regrese lze poté urCit parametry regresni piimky, podle

nasledujici rovnice:
Ct = slope X 1og(Crempat) + @
Ct... pocet cyklu, pii kterém fluorescencni signal reakce dosdhne prahové hodnoty
slope...smérnice pfimky
1...intercept neboli bod, ktery protind pfimku y

Dale se zde posuzuje efektivita (E) neboli uc¢innost amplifikace, kterou lze vypocitat

ze smernice kalibra¢ni pfimky dle vzorce:
1
E = 10(_slope)

Idealni hodnota efektivity E je 2 (100 % = 2), pokud je ovSem E vy$si nez 2, potom

dochazi u vzorka k inhibici. U real-time PCR je akceptovatelné rozmezi 1,8 — 2,2 [45].

V piipad¢é rozsahu metody se jednd vymezené rozpéti naméreného mnozstvi vzorku

cv v

intervalu aplikovatelna [43].

Tyto dva parametry byly stavovany v ramci jednoho experimentu. Vzorek plvodni
genomové DNA o koncentraci 28,5 ng/ul jsme nejprve ziedili 10x demineralizovanou vodou.
Z takto ziedéného vzorku jsme nasledné sériovym desetinasobnym fedénim v rozsahu
koncentraci od 2,85 ng/ul po 0,285 fg/ul vytvotili kalibra¢ni fadu. Celkovy objem amplifikaéni
reakce byl 20 pl, z toho byly vzdy 2 pl dané hladiny sériové fedéného vzorku DNA a 18 pl
zahrnoval master mix. Kazdy bod kalibra¢ni fady byl aplikovan v triplikatech. Stejné tak jsme
postupovali 1 pro vytvofeni kalibraéni fady ze vzorku DNA izolované z mysi (NIH3T3)
o puvodni koncentraci 61,5 ng/ul a potkana (WBF 344) s pivodni koncentraci 150,5 ng/pl.
Redénim téchto vzorki jsme tak ziskali rozpéti koncentraci u my$i DNA od 6,15 ng/ul

po 6,15 fg/ul a u potkani DNA od 1,505 ng/ul po 15,05 fg/ul.

Z vysledkti ziskanych ze zaznamu real-time PCR jsme vytvofili kalibracni graf

vynesenim logaritmu zndmé koncentrace genomové DNA proti hodnoté Ct.
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6.3.1.8 Preciznost

Dal$im parametrem je preciznost, coz je tésnost shody mezi naméfenymi hodnotami,

kdy jednotlivé analyzy byly zhotoveny za specifickych podminek [43].

Preciznost za podminek opakovatelnosti jsme analyzovali nasledujicim postupem.
Nejprve jsme si z ptivodniho izolatu genomové DNA ¢inského kiecka o koncentraci 28,5 ng/pl,
ptipravili 100x zifedény vzorek. Takto ziedény vzorek DNA jsme proméfili pomoci
real-time PCR v triplikatech po deseti opakovanich. Na zakladé dosazenych vysledkd z cykléru
byla preciznost hodnocena tak, Ze z hodnot Ct byla vypocitdna smérodatna odchylka (SD)
a poté varia¢ni koeficient (CV) dle vzorce [43]:

cv oD 100
=——X
AVG

AVG...praimér namétenych hodnot Ct

6.3.1.9 Mez detekce a kvantifikace

Detekéni limit reakce zkracené LOD (limit of detection) je definovany jako nejmensi
mnozstvi analytu ve vzorku, jez mize byt danou metodou jesté stanoveno. Tento parametr je
pro nase ucely opét zdsadni, jelikoz detekujeme pouze stopové mnozstvi cizorodé DNA,

Cwwvr

DNA stanovenou organizacemi FDA, WHO a EU.

Mez kvantifikace (LOQ — limit of quantification) ¢i limit stanovitelnosti je nejnizsi

mnozstvi koncentrace, kterou lze jesté kvantifikovat [43].

Pro testovani detekéniho limitu metody jsme si fedénim genomové DNA ¢inského
kie¢ka o plvodni koncentraci 28,5 ng/ul piipravili tyto hladiny koncentraci: 2,85x107;
2,85x10%; 5,7x107%; 2,85x107%; 5,7x10°%; 2,85x10°%; 5,7x107; 2,85x107; 5,7x107%; 2,85x10°;
5,7x10°; 2,85x107 ng/pl. Stejnym fedénim mysi DNA o piivodni koncentraci 61,5 ng/ul jsme
si ptipravili vzorky s nasledujicim mnoZstvim DNA: 6,15x10%; 1,23x103; 6,15x10%;
1,23x10%; 6,15x10%; 1,23x10°; 6,15x10%; 1,23x10°%; 6,15x107; 1,23x107; 6,15%10%;
1,23x10%; 6,15x10° ng/ul a také potkani DNA (p@ivodni koncentrace 150,5 ng/ul) s témito
koncentracemi: 1,505x107%; 3,01x103; 1,505x1073; 3,01x10% 1,505x10%; 3,01x107%;
1,505%10%; 3,01x10%; 1,505%10°%; 3,01x107"; 1,505x107; 3,01x10® ng/pl. Pro vSechny reakce
byl pouzit opét objem 20 pl, z cehoz 2 pl byla templatova DNA o dané koncentra¢ni hlading
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kterou je systém | jeste schopen detekovat.

6.3.1.10 Testovani metody na realnych vzorcich

Cilem této prace bylo také vyzkouSet detekci metody na realnych vzorcich.
Pro kvantifikaci rezidudlni DNA jsme pouzili dva vzorky rekombinantnich proteini SHGB
produkovaném v kiec¢¢ich bunkach CHO. Jednalo se o vzorek proteinu, ktery purifikovan nebyl
(270046004) a druhy vzorek proteinu jiz purifikovany (thSHBG 00116). DNA z proteinti
nebyla izolovana, nebot’ se ptedpokladalo, ze pokud bude DNA kontaminace pfitomna, tak
pouze ve formé volné DNA. Pokud bychom provedli extrakci DNA (abychom izolovali DNA
ze vzorku) mohlo by se také stat, Ze bychom piisli o potencionalni rezidudlni mnozstvi DNA,

coz by mélo negativni dopad na citlivost této metody.

Oba proteiny s identifika¢nimi ¢isly 270046004 a 00116 byly nafedény 100x a 10 000x
demineralizovanou vodou, aby doslo k odstranéni potencionalnich inhibitorti. Do reakce jsme
tedy pouzili nezifedéné proteiny, poté 100x a 10 000x zfedéné vzorky proteinti. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita 100x zfedéna DNA c¢inského kiecka a jako negativni kontrola slouzila
demineralizovand voda. Po dokonceni pribéhu reakce byl ze zdznamu z cykléru hodnocen
signal pro rezidualni DNA z proteini a na zéklad¢ ziskanych hodnot Ct a pomoci kalibra¢ni
kiivky byla vypocitana koncentrace DNA kontaminujici purifikovany a také nepurifikovany

protein.

6.3.2 Detek¢ni systém I

Na zakladé vysledki z predeslého detekéniho systému I jsme se rozhodli otestovat dalsi
detekéni systém pro stanoveni mnozstvi DNA pochdzejici z ¢inského kiecka, ktery jsme
oznacili jako detekéni systém II. V této Casti prace jsme vychdzeli z navrhované metody

z puvodni studie dle Nissom [46].

6.3.2.1 Navrh primeri a sondy

V této praci jsme pro detekci rezidualni DNA pochazejici z ¢inského kieCka vychazeli
z pavodniho navrhu primert dle Nissom [46]. Jelikoz tato metoda slibovala opét vysokou
citlivost, rozhodli jsme se ji dat prednost pfed jiz vyvinutymi PCR systémy cilicimi
na tzv. housekeeping geny. Primery, které byly pouzity pro tento systém detekce kiecci DNA,
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jsou navrzeny tak, aby cilily na specifickou sekvenci genomové DNA cinského kiecka

— tzv. minimal gDNA s minimalni homologii vii¢i jinym hlodavct dle Nissom [46].

Pro prvni ¢ast experimentd (ovéfeni funk¢nosti systému a specifity) jsme vyuzili
ekonomictejsi kombinaci primerti a komeréniho master mixu obsahujici interkala¢ni barvivo
SYBR Green (gb SG PCR Master Mix). Real-Time PCR detekce byla doplnéna o analyzu

teploty tani.

sad¢ primerit navrzena hydrolyzaéni

Primer3: WWW primer

Pro zvySeni specifity byla Kk pouzité

oligonukleotidovou sondu prostfednictvim serveru tool.
Jedna se o hydrolyzaéni oligonukleotidovou sondu, které je znaena na 5 konci znackou FAM
a na 3° konci je pfipojen zhaSe¢ BHQ. Sekvence pouzitych primert (pfimy a reverzni) vCetné
oligonukleotidové sondy lze vidét v tabulce 4 a nasledné v obrazku 12 je znazornéno, kde

pfesné primery a sonda nasedaji na templatovou DNA.

Tabulka 4: Sekvence primert a sondy pro detekcei kire¢¢i DNA — systém 1.

Nazev Primery (5¢-3¢)
NV1 F ACAGGTTTCTGCTTCTGGCT
NV1_R CATCAGCTGACTGGTTCACA

Sonda (5°-3°) FAM - BHQ
NVAP | CTGCGAACCCTAGACTTGCT
1 GGCACGAGGG AAAAATGTAC ATGCTTATAT CCCAAATCTG CAGTTTTTGC
51 TAGGACTCAA AGTTATAAAT ATGTTCTTGC TGTTTAAACA GATATCTGCT
101 TTTTCTACAC TGTGGGCTTC AGAAARATAAG TTTTAACCTC TGTTCCCAGT
151 TTAAACATGT CTTAAACAGG TTTCTGCTTC TGGCTGACAT CTGAGTATCA
201 GTTGCTGACT ACAGGCTGTT CTAAGTAGA G CCCAACCETACACTICENE
251 TGGATCTCARNNCCACTCACCTINGATE TGGACA CCCCCTGTCT  CTGCAACAGT
301 GTCTGCTAAC CAGAAGCCCC TGATGGATTC CCCATTGCCT AAATTCCTTT
351 TTGCTTTTGA CTAGCATTTC AACCTTCTGG GGTCCCTAAC TTCGTCCCAA
401 AGTCAGCAGG AAGCAGTTTG GAAAAGAATT TCGCCGTCCA TTTTCCCGGG
451 TTAAAATGCA AAGTCAAAAG GAACTCCCTT ACATGGGGAT GCCAATATCT
501 ATCACTCCCT GATGGGGATG CTAGAGAGAC AGCAATTCCA TGATTGAATT
551 TCCAGAAAAG AAAATGGGGG AATGAAAGAA ACCGGCTTCC CTTTTGACAG
601 CCATAATGGT TGAACATGTG CTTCTATGAC CTTGTCCTAG AAACCAGAAA
651 GTCAGATGCC TGTCTTGTGA CAAGGAACCA

Obrazek 12: Sekvence DNA fragmentu genomové DNA izolované z Cinského kietka (Cricetilus griseus),
na kterou jsou navrZeny primery a sonda v tabulce 4. Pfevzato z: Zdroj [11].
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6.3.2.2 Optimalizace reak¢ni smési

Pro detekcei kiecéi DNA tohoto druhého systému jsme zvolili master mix komercné
vyrabény firmou Generi Biotech — gb Elite PCR Master Mix. JelikoZ se jedna, jak bylo jiz vySe

zminéno, o optimalizovany master mix, nemuseli jsme jeho komponenty dale upravovat.

Koncentrace zvolenych primeri ndam mize vyznamné ovlivnit pribéh amplifika¢ni
reakce real-time PCR. Prili§ nizka koncentrace primert by mohla vést K nedostatecnému
vytézku PCR produktu ¢i predCasné spotiebé primerti. Naopak nadmérné vysoka koncentrace
by vedla k tvorbé nespecifickych produktt. Z téchto divodi bylo tedy potieba koncentraci

primert optimalizovat [42].

V nasich experimentech jsme testovali v reakénich smésich riizné koncentrace primerii
v rozsahu 0,1 uM az 0,4 uM. Jako templatovou DNA jsme pouzili 100 zfedény vzorek kiecci
DNA, jehoz ptivodni koncentrace ¢inila 40,7 ng/ul. Pii vyhodnoceni amplifikace real-time PCR
na zéklad¢ velikosti signdlu produktu jsme zjistili, Ze nejslabsi signal se jevil vzorkl
s koncentraci primert 0,1 pM. Se vzristajici koncentraci primerti pak signal silil. Nejvhodné;si
hodnota koncentrace na zakladé¢ sily signalu se jevila u vzorku, u kterého byla koncentrace

primerd 0,3 pM.

V ramci optimalizace koncentrace primerti, jsme testovali i koncentraci hydrolyza¢ni

sondy. Pouzili jsme obdobné rozmezi koncentraci jako u primert, tedy v rozmezi 0,1 uM az

vvvvvvvv

koncentraci rostla i sila signalu, proto se jako nejoptimalné;jsi hodnoty koncentraci sondy jevily

0,3 uM a 0,4 uM.

V tomto experimentu jsme tedy testovali dohromady 16 master mixd S riazné
nakombinovanymi koncentracemi primerd a sondy (viz tabulka 5), u obou v rozsahu 0,1 uM az
0,4 uM. Pro nasledujici pouziti jsme zvolili jako nejlepsi vyhodnocené koncentrace primert
0,3 uM a koncentrace sondy 0,4 uM (master mix ¢. 12).

Tabulka 5: Kombinace pouZitych koncentraci primerti a sondy v ramci optimalizace rekéni smési pro detekci
kie¢ti DNA — systém I, ozna¢eni MM — master mix.

MM1 [MM2 [MM3 |MM4 |[MM5 |MM6 |MM7 |MMS8
Corimery (BM) | 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
Conda (M) | 0,1 0,2 03 0,4 0,1 0,2 03 04
MM9 [ MM10 | MM11 | MM 12 | MM13 | MM 14 | MM 15 | MM 16
Corimery (BM) | 0,3 03 03 03 04 04 04 04
Conda (M) | 0,1 0,2 0,3 0,4 0,1 0,2 03 04
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6.3.2.3 SloZeni reak¢ni smési

Na zaklad¢ prvotnich experimentti jsme zvolili nasledujici sloZeni reakéni smési:

2ul vzorek (templatova DNA)
oul gb Elite PCR Master Mix
1,08 ul smes PCR primeri (0,3 pM)
0,72 ul sonda (0,4 uM)

Do 20 ul demineralizovana voda

6.3.2.4 Teplotni profil reakce

Teplotni profil pro naSe experimenty v detekénim sytému II (viz tabulka 6) zahrnoval
Vv prvnich krocich tvodni tepelné denaturace. Prvni probihala pti teploté 50 °C po dobu 2 minut
a druha, kterd trvala 10 minut, pfi teplot¢ 95 °C. Nasledovalo 40 cykli dvou opakujicich
se teplot. Jednalo se o denaturacni teplotu pii 95 °C a délce 15 sekund. V nadchazejici teploté

60 °C po dobu 1 minut, pak dochazelo k annealingu a také k elongaci.

Tabulka 6: Amplifika¢ni teplotni profil reakce pro detekci kireé¢i DNA — systém II.

Teplotni profil pro detekci kire¢¢i DNA — systém I1
Teplota Cas Pocet cykli
50 °C 2 min 1
95 °C 10 min 1
95 °C 15 S
- 40
60 °C 1 min

6.3.2.5 Specifi¢énost metody

Pii testovani specifického zacileni na genomovou DNA ¢inského kiecka u tohoto
detekéniho systému Il jsme kromé& DNA izolované z CHO bun¢k analyzovali vzorky DNA
ziskanych z bunécné linie odvozené z potkana (WBF 344) a mySi (NIH3T3), dale vzorek lidské
DNA izolované z bukalniho stéru a DNA ziskanou z bakterie Penicilium chryseogenum.

Vsechny vzorky pouzité DNA byly opét 100x ziedéné a aplikované vzdy v triplikatech.

Pii vyhodnoceni amplifikace real-time PCR s pouzitim barviva SYBR green jsme
ziskali pozitivni signdl u kie¢¢i DNA, ale také i slaby signal u vzorku DNA z mysi a potkana.

Vzhledem k tomuto vysledku jsme se rozhodli pro zvySeni specificnosti systému navrhnout
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hydrolyzaéni sondu, jejiz sekvenci si Ize prohlédnout v tabulce 4 a jeji zacileni v obrazku 12.
Tato sonda bude nasedat na Gisek sekvence DNA mezi primery, které jsme pouzili v predchozim

testovani a zajisti nam tak vyssi specifitu detekce.

Opét jsme tedy provedli tento experiment, ale tentokrat s ptidavkem hydrolyza¢ni sondy
(a pochopiteln¢ bez pouziti SYBR Green). Jako templatovou DNA jsme znovu pouzili vzorky
DNA ze stejnych druhid organismii. Po prob¢hlé amplifika¢ni reakci bylo nasledné hodnoceno,

¥ WV

zda pouzity systém zahrnujici hydrolyza¢ni sondu specificky detekuje pouze kie¢¢i DNA.

6.3.2.6 Selektivita metody

V experimentu pro stanoveni tohoto parametru jsme pouzili DNA cCinského kiecka
o puvodni koncentraci 40,7 ng/ul a lidskou DNA izolovanou z bukalniho stéru o koncentraci
87,6 ng/ul. Dale jsme s ptipravou vzorkli postupovali obdobné jako v pfedeslém detekénim
systému I. Opét jsme si vzorky zfedili 100x a zhotovili vzorky s postupné ziedénou kie¢¢i DNA
pomoci lidské DNA v pomérech (kfecka/lidska DNA): 100/0, 99/1, 95/5, 90/10, 75/25, 50/50,
25/75, 10/90, 5/95, 1/99, 0/100. Nasledné jsme dle zdznamu z cykléru hodnotili stejné

parametry jako u detek¢éniho systému 1.

6.3.2.7 Rozsah a linearita metody

Pii testovani téchto dvou parametrti jsme opét postupovali stejnym zptusobem jako
u detekéniho systému I. Pripravili jsme si tedy kalibra¢ni fadu koncentraci ze vzorku DNA
¢inského kiecka o pivodni koncentraci 40,7 ng/ul postupnym fedénim demineralizovanou
vodou V rozsahu koncentraci od 4,07 ng/ul po 0,407 fg/ul. Kazdy bod kalibra¢ni fady byl
do reakce aplikovan v triplikatech. Po dokonceni real-time PCR jsme nasledné pomoci
grafického znazornéni ze ziskanych dat hodnotili parametry uvedené v kapitole 6.31.7 Rozsah

a linearita metody.

6.3.2.8 Preciznost

Preciznost za podminek opakovatelnosti byla testovana nasledovné. Vzorek genomové
DNA o puvodni koncentraci 40,7 ng/pl jsme zfedili 100x demineralizovanou vodou a takto
pfipraveny vzorek jsme do reakce aplikovali po deseti opakovanich opét v triplikatech.

Preciznost pak byla posuzovéana opét prostiednictvim CV.
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6.3.2.9 Mez detekce a kvantifikace

Pro tento experiment se opét lze postupem odkdzat na predesly detekéni systém I.
Zde jsme ale pouzili vzorek, jehoz ptivodni koncentrace genomové DNA ¢inského kiecka Cinila
40,7 ng/ul. Vzorek byl postupné fedén, abychom ziskali nasledujici koncentra¢ni body:
4,07x103; 4,07x10%; 2,035x10%; 1,018x10%; 6,8x10%; 5,09x10°; 4,07x10°; 2,035x10%;
1,018x10°: 6,8x10%: 5,09x10°: 4,07x10°; 8,18x10”’ ng/ul. Kazdou z koncentra¢nich hladin
jsme do reakce aplikovali v triplikatech. Poté co byla reakce dokoncena, bylo mozné opét

ze zaznamu z cykléru hledat LOD a LOQ pro detek¢ni systém II.

6.3.2.10 Testovani metody na realnych vzorcich

Pro testovani metody na realnych vzorcich jsme pouzili dva vzorky jiz purifikovanych
rekombinantnich proteint s identifikacnimi ¢isly 270160004 a 270160005. Opét je tieba fici,
ze se jednalo o proteiny produkované v CHO bunkach. Oba vzorky jsme nejprve ziedili 100%
a dale 10 000x za pouziti demineralizované vody. Do reakce byl kazdy vzorek proteind
(nezitedény, 100x a 10 000x nafedény) napipetovan tiikrat. Jako pozitivni kontrola i zde slouzil
100x ziedény vzorek DNA c¢inského kiecka a jako negativni kontrola demineralizovana voda.
Ze zaznamu z real-time PCR jsme pak mohli vyhodnotit pomoci hodnot Ct a z jiz hotové

kalibra¢ni kiivky, jaké mnozstvi DNA se nachdzi v jednotlivych vzorcich proteinti.

6.4 Detekce lidské DNA

Navic oproti cilim diplomové prace, jsme zacali pracovat na metod¢, ktera detekuje

pouze lidskou DNA.

Metoda vyuziva primery cilici na Alu repetitivni sekvence v lidské DNA, zde se ovSem
jedna o jinou sekvenci Alu nez u detekce ¢inského kiecka (detekéni systém I). Tyto sekvence
se vyskytuji s vice nez 10° kopii na genom. Z tohoto diivodu je metoda velice citliva a vhodna
pro detekci zbytkové DNA. Ptipadné vysledky jsme chtéli vyuzit pro porovnani metody
pro detekci zbytkové kie¢éi DNA.

Nejdiive byla testovana detekce na DNA izolované z lidskych bun¢k K562 a z lidského
bukalniho stéru za vyuziti gb SG PCR Master Mixu s obsahem interkala¢niho barviva. Detekce

byla dale dopInéna analyzou teploty tani pro kontrolu specifického cileni primert.

Pro ovéfeni linearity, limitu detekce a rozsahu metody byly proméfeny dve koncentra¢ni

fady DNA izolované z lidskych bunek K562, jejichz puvodni koncentrace byly 1 ng/ul
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a 326,3 ng/ul. Izolaty byly fedény demineralizovanou vodou desitkovym fedénim v rozsahu
1x102 ng/ul az 1x10™2 ng/ul a 3,263 ng/ul az 3,263x10® ng/ul. Po dokondeni reakce byly
stanoveny z hodnot Ct parametry linearity, limit detekce a rozsah metody.

Mezi dal$i experiment jsme zahrnuli aplikaci metody pro detekci rezidualni DNA
v rekombinantnich proteinech. Jednalo se o stejné proteiny, které byly pouzity u detekce DNA
¢inského kiecka — sytém II (viz kapitola 7.3.2.10 Testovani metody na realnych vzorcich).
Do reakce byly aplikovany opét v nezfedéném stavu, 100x a 10 000x zfedéné. OvSem u téchto
proteinit neni pfedpokladdna kontaminace lidskou DNA, jelikoz se jednd o proteiny
produkované v CHO buiikdch. MozZzna kontaminace lidskou DNA, ke které by mohlo dojit
béhem manipulace s proteiny, bude analyzovana na zakladé vysledka Ct a za pomoci kalibra¢ni

kiivky, kterd byla zhotovena v pfedeSlém experimentu.

6.4.1 Parametry metody pro detekci lidské DNA

Jak jiz bylo vySe uvedeno, metoda je navrzena tak, aby detekovala pouze repetitivni
sekvence Alu obsazené v lidském genomu. Primery, které béhem PCR reakce nasedaji na tyto

Alu elementy, jsou uvedeny v tabulce 7, kde si lze prohlédnout jejich sekvenci.

Tabulka 7: Sekvence primert pro metodu detekce lidské DNA.

Nazev Primery (5¢-3¢)
hAlu-YB8F CGAGGCGGGTGGATCATGAGGT
hAlu-YB8R TCTGTCGCCCAGGCCGGACT

Teplotni profil a slozeni reakéni smési bylo opét optimalizovano v rdmci diplomové

prace v podobném rozsahu jako u predeslych metod.

Do reakéni smési je pouzit master mix S obsahem interkala¢niho barviva SYBR Green
gb SG PCR Master Mix a koncentrace uvedenych primerd je v reakci 0,65 uM. Slozeni reakéni

smési je tedy nasledujici:

6 ul vzorek (templatova DNA)
10 pl gb SG PCR Master Mix
0,26 ul smés primert (0,65 uM)
Do 20 pl demineralizovand voda
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Teplotni profil amplifikaéni reakce je uveden v tabulce 8. Zde je prvni teplota
denatura¢ni pii 95 °C po dobu 3 minut, nasleduje 50 cykli opakujicich krokt: denaturace
(94 °C, 30 sekund), annealing (55 °C, 30 sekund) a elongace (72 °C, 30 sekund). Teplotni profil
je dopInén o melting analyzu tedy analyzu pro teplotu tani, ktera probiha po dobu 5 minut, kdy
teplota zacind na 72 °C a kazdych 5 sekund se teplota zveda o 0,2 °C az ke konecné teplot¢
95 °C.

Tabulka 8: Amplifika¢ni teplotni profil reakce pro metodu detekce lidské DNA.

Teplotni profil pro metodu detekce lidské DNA
Teplota Cas Pocet cykli
95 °C 3 min 1

94 °C 30 S

55 °C 30 S 50

72 °C 30

Analyza teploty tani

72 °C |5 min |
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

V nésledujicich kapitolach budou shrnuty veskeré vysledky a parametry metody

P 24

pro detekci kire¢¢i DNA (detekéniho systému I i II). V posledni kapitole budou porovnany
vykonnostni parametry metody S metodou pro detekci lidské DNA.

7.1 Detekce DNA cCinského kireCka — systém I

Provedli jsme optimalizaci detekéni metody pro detekci zbytkové kiec¢i DNA zalozené

na real-time PCR, ktera vychazela ze studie dle Hussain [40].
Koncentrace primert v reakci byla tedy 10 uM a koncentrace sondy ¢inila 2,5 uM.

Finalni sloZeni reak¢éni smési:

2 ul vzorek

oul gb Basic Master Mix

3,2l smes PCR primert (10 pM)
0,45 ul sonda (2,5 uM)

Do 20 ul demineralizovana voda

Na zakladé provedenych experimentti jsme optimalizovali teplotni profil reakce, ktery

je uveden v tabulce 9.

Tabulka 9: Amplifika¢ni teplotni profil reakce pro detekci kieé¢i DNA — systém 1.

Teplotni profil pro detekci kie¢¢i DNA — systém I
Teplota Cas Pocet cykli

95 °C 10 min 1

95 °C 15 S

62 °C 45 S 40

Optimalizovany teplotni profil byl vyrazné zkracen oproti piivodnimu, aniz bychom
pozorovali zmény v detekci. Po této optimalizaci je mozné celou PCR reakci provést v Case

ptiblizné jedné hodiny.
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Slozeni reakéni smési proslo také optimalizaci. Je zde ovSem jesté misto pro navyseni
mnozstvi vzorku. Dle nasich zkuSenosti a v zavislosti na povaze vzorku potom mtize dochazet
Kk inhibici PCR. Proto jsme nakonec zvolili jako optimalni mnozstvi vzorku 1/10 celkového

objemu reakce.

Po optimalizaci PCR reakce jsme provedli validaci jednotlivych parametri. Prvnim
parametrem byla specificnost metody. Pfi testovani tohoto parametru, za pouziti DNA
izolované z riznych organismi, jsme zjistili, Ze detek¢éni systém I detekuje nejen DNA
pochazejici z ¢inského kiecka, ale i DNA pochazejici z dalsich hlodavci jako je myS (NIH3T3)
¢i potkan (WBF 344), coz vyvraci tvrzeni z pivodni studie dle Hussain [40], ze které jsme
vychazeli pfi navrhu této metody, kde je slibovana pravé specifickd detekce DNA c¢inského
kiecka. Ackoliv se tento detekéni systém zda byt nespecificky, ma stale svou aplikaci.
V piipad€, kdy by byl produkovan v CHO bunkach terapeuticky protein, neptedpoklada
se kontaminace jinym hlodavcem. Cilem je tedy, aby ve findlnim léCivu nebyla zadnd DNA.
Z téchto diivodil jsme se rozhodli validaci detekéniho systému I rozsitit o dalsi pfibuzné druhy

— hlodavce (mys a potkan).

Amplification
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Obrazek 13: Zaznam z real-time cykléru CFX z analyzy selektivity detekce kie¢éi DNA —
systém I, analyzované smési DNA — pomér kied¢i DNA/lidska DNA: 100/0, 99/1, 95/5,
90/10, 75/25, 50/50, 25/75, 10/90, 5/95, 1/99, 0/100.

V ramci testovani parametru selektivity, kde byl vzorek DNA ¢inského kiecka postupné
fedén lidskou DNA, jsme hodnotili, jak je metoda schopna stanovovat specifickou DNA a to

V ptitomnosti jinych rusivych latek. Ze zaznamu z real-time cykléru CFX (viz obrazek 13) lze

v v

DNA, jsme ziskali signal pouze pro DNA ¢inského kiecka. Na zéklade¢ tohoto vysledku lze tedy
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fici, ze je testovana metoda schopna nezkreslené detekovat specifickou DNA i v prostiedi

dalsich latek.

V piipad¢ linearity jsme zhotovili kalibra¢ni fady o riznych koncentracich DNA
¢inského kiecka, mysi a také potkana. Zaznam kalibra¢nich bodi z CFX cykléru pouzitych
v pripad¢ kiecci DNA Ize vidét v obrazku 14. Na zéklad¢é ziskanych hodnot z cykléru jsme
vytvofili kalibra¢ni grafy (viz graf 1, 2 a 3). Do grafii jsme vynesli hodnoty Ct v zavislosti
na logaritmu koncentrace dané genomové DNA. Dle rovnice regrese jsme tak mohli ziskat
uvedené parametry.

Amplification
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Obrazek 14: Zaznam z real-time cykléru CFX z analyzy linearity pro detekci ki'e¢¢i DNA —
systém I, analyzovany rozsah koncentraci: 2,85 ng/ul az 0,285 fg/ul, detekéni systém 1.

Graf 1: Bodovy graf pro zobrazeni — linearity detek¢éniho systému I pro DNA ¢inského kiecka. Zavislost odezvy
(hodnota Ct) na logaritmu koncentrace.
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R?: 0,9964

Smérnice primky: -3,312

Intercept: 21,2

Rovnice: y =-3,312x + 21,2

Efektivita amplifikace (E): 2,004

Graf 2: Bodovy graf pro zobrazeni — linearity detekéniho systému I pro DNA mysi. Zavislost odezvy (hodnota
Ct) na logaritmu koncentrace.

LINEARITA - DNA mysi, detekéni systém I

Ct
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y =-3,4474x + 18,859
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-4,5 -4 -3,5 -3 -2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0
logc

R?: 0,9997

Smérnice primky: -3,4474
Intercept: 18,859

Rovnice: y = -3,4474x + 18,859

E: 1,95
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Graf 3: Bodovy graf pro zobrazeni — linearity detekéniho systému I pro DNA potkana. Zavislost odezvy (hodnota
Ct) na logaritmu koncentrace.

LINEARITA - DNA potkana, deteké¢ni systém I
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Smérnice primky: -3,8335
Intercept: 17,052

Rovnice: y = -3,8335x + 17,052
E: 1,82

Na zéaklad¢ tohoto experimentu byly stanoveny rozsahy metod. Pro DNA ¢inského
kiecka je rozsah metody v rozmezi 0,57 — 5,7x10° ng, pro DNA mysi 1,23 — 2,46x10* ng
a pro DNA potkana 3,01 — 3,01x10® ng.

Pro vyhodnoceni preciznosti za podminek opakovatelnosti byly proméfeny vzorky
V deseti opakovanich jedné koncentracni hladiny. Nasledné byla z priméru hodnot Ct
vypocitana smérodatna odchylka a dale vypocitan varia¢ni koeficient, jehoz hodnota byla

stanovena na 2,5 %.

Pfi stanoveni meze detekce a kvantifikace byly vytvofeny rizné koncentra¢ni hladiny

Vv

mnozstvi DNA, kterou je detekéni systém I schopen jesté zachytit. LOD pro kiecci DNA
odpovida hodnoté& 5,7x10° ng, pro DNA mysi byl LOD stanoven na 2,46x10* ng a pro DNA
potkana 3,01x10°® ng. Pokud bychom tyto vysledky porovnali s piivodni studii, LOD, ktery je
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zde uveden, odpovida hodnot& 5x10° ng. A¢koliv se na§ LOD, jehoz jsme dosahli u kie¢éi
DNA, neshoduje s touto koncentra¢ni hladinou, je pouze o jeden stupen vyssi. NizSich hodnot
by bylo jist¢ mozno dosahnout pii pouziti plazmidové DNA jako standardu. Nasim cilem bylo
také, aby testovana metoda spliiovala limitni hodnoty detekce stanovené organizacemi FDA,
WHO a EU, coz se nam podatilo. Meze kvantifikace byly stanoveny shodné s hodnotami LOD

u vSech tii hlodavcu.

Detekeni systém 1 byl déle vyzkouSen na redlnych vzorcich. Zde jsme pouzili dva
rekombinantni proteiny, které byly produkovany v CHO bunkach. Prvni protein nebyl
purifikovany (270046004) a druhy jiz purifikovany byl (thSHBG 00116). Hodnotili jsme, zda
metoda dokéze méfit mnozstvi v takovychto vzorcich a také nas samoziejmé zajimalo, jaké
mnozstvi rezidualni DNA se v nich nachazi. Z naméfenych hodnot jsme ziskali jednotlivé
hodnoty Ct, ze kterych jsme za pomoci kalibra¢ni fady byly schopni vypocitat dané
koncentrace. V nasledujici tabulce 10 si lze prohlédnout mnozstvi DNA v obou proteinech
Vv riznych fedénich. V neziedénych vzorcich proteini bylo naméfeno opravdu velké mnozstvi
rezidudlni DNA, zvlasté u nepurifikovaného proteinu. Pfi porovnani téchto hodnot s meznimi
hodnotami rezidualni DNA stanovené organizacemi FDA, WHO a EU (FDA: 0,1 ng; WHO a
EU: 10 ng/davka), jsme zjistili, Ze naméfené mnozstvi rezidualni DNA neziedéného vzorku
proteinu 270046004 je prilis vysoké a pro terapeutické vyuziti je tak tento protein v neziedéném
stavu nevhodny, zatimco u proteinu rhSHBG 00116 je toto mnozstvi piijatelné pro terapeutické
vyuziti pouze zpohledu FDA. Ziedéné vzorky proteinu by jiz mohly byt pouzity jako
terapeutikum, zejména tedy vzorky purifikovaného proteinu.

Tabulka 10: Naméfené mnozstvi rezidualni DNA ¢inského kiecka ve vzorcich jednotlivych proteini pomoci
detekéniho systému L.

Namérené mnoZstvi rezidualni DNA ve vzorcich jednotlivych proteini
Identifikaéni &islo proteinu | Redéni proteinu Mnozstvi rezidualni DNA (ng)
270046004 Neziedény 124,31

. , . 100x ziedény 2,925
(nepurifikovany protein)
10 000x ziedény 3,27x10%
h Neziedény 6,3
rhiSHBG 00116~ 100% ziedény 7,63x10°
(purifikovany protein) 7
10 000x zfedény 1,11x10°
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7.2 Detekce DNA ¢inského krecka — systém I1

Jelikoz jsme zjistili, ze systém I byl schopen zachytit nejen DNA ¢inského kiecka ale
i dalsi hlodavce, ¢imz se tak jedna 0 nespecifickou detekci, rozhodli jsme se testovat nové
navrzeny detekéni systém (detekéni systém II) pro detekci DNA ¢inského kiecka se zdmérem
ziskat specifickou metodu, ktera by detekovala pouze DNA z bun¢k CHO. Provedli jsme

optimalizaci PCR reakce v¢etné navrhu sondy s naslednou validaci metody.

Prvnim bodem bylo ovéteni funk¢énosti navrzenych primerid jednoduchou nespecifickou
detekci za vyuziti barviva SYBR Green. JelikoZ dochdzelo k minoritni detekei 1 jinych druhti
hlodavct, byla navrzena hydrolyzacni sonda, pro zvySeni specifity detekce (vice nize).
Po ovéfeni funk¢nosti tohoto systému jsme pristoupili k dalSimu bodu, kterym je optimalizace
PCR reakce.

Zde bylo nutné provést optimalizaci koncentrace primert a hydrolyza¢ni sondy.
Testované rozmezi koncentraci primerd i sondy bylo 0,1 — 0,4 uM. V nasem experimentu jsme
tedy pouzili celkem 16 master mix s rozdiln¢ nakombinovanymi koncentracemi primert
a sondy. Na zéklad¢ vysledkl jsme jako nejoptimaln€jsi koncentraci primeri zvolili 0,3 uM
a hydrolyzaéni sondy 0,4 uM. Jako master mix jsme pouzili komeréné vyrabény firmou
Generi Biotech — gb Elite PCR Master Mix, ktery jiz obsahoval optimalizované komponenty
pro PCR reakci.

Finalni slozeni reakce je nasledujici:

2 ul vzorek

9l gb Elite Master Mixu
1,08 ul smgs primeru (0,3 pM)
0,72 pl sonda (0,4 uM)

Do 20 pl demineralizovand voda

Pti sestaveni teplotniho profilu jsme pouzili teplotni profil z pivodniho ¢lanku dle
Nissom [46], ktery si lze prohlédnout v tabulce 6. Teplotni profil nebylo jiz tieba nadale

optimalizovat, jelikoz ndm poskytoval dobré vysledky.
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Specificnost metody byla jednim z testovanych validacnich parametri v detekénim
systému II. Cilem bylo tedy analyzovat, zda je metoda schopné specificky detekovat kiecci
DNA ¢i nikoliv. Pro tento test jsme pouzili opét vzorky DNA izolované z riznych organisma
a zjistili jsme, ze metoda detekovala DNA ¢inského kiecka, ale i DNA potkana. Jak jiz bylo
uvedeno vyse, diky tomuto vysledku jsme se rozhodli zkusit zvysit specifi¢nost metody
navrzenim hydrolyza¢ni sondy. Po dalSi analyze tentokrat i s pfitomnosti sondy, detekcni
systém II byl schopen stanovit pouze DNA ¢inského kiecka, ¢imz jsme tedy ziskali zcela

specifickou detekci.

Amplification
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Obrazek 15: Zaznam z real-time cykléru CFX z analyzy selektivity pro detekci kieé¢i DNA —
systém II, analyzované smési DNA — pomé&r kie¢¢i DNA/lidska DNA: 100/0, 99/1, 95/5, 90/10,
75125, 50/50, 25/75, 10/90, 5/95, 1/99, 0/100.

Jako u piedeslého detekéniho systému I jsme stanovovali selektivitu metody, pfitom
jsme hodnotili stejné parametry. Experiment byl pfipraven shodnym zpisobem a to tedy tim,
7e jsme analyzovali postupné ziedéné vzorky DNA cinského kiecka pomoci lidské DNA.
Z vysledkt bylo zjevné, jak Ize vidét na obrazku 15, Ze detekéni systém II je schopen detekovat
pouze kie¢éi DNA v ptitomnosti dal§ich potencionalné rusivych latek a to i u vzorku, kde byla
DNA ¢inského kiecka 99x ziedéna lidskou DNA. Lze tak fici, Ze metoda vykazuje vysoky

stupeni selektivity.

Pro valida¢ni parametr linearita byla zhotovena kalibra¢ni fada s klesajicim mnozstvim
koncentrace DNA c¢inského kifecka. Poté byl vytvoren graf kalibra¢ni pfimky (viz graf 4),
ze kterych byly stanoveny nasledujici hodnoty:

64



Graf 4: Bodovy graf pro zobrazeni — linearity detekéniho systému II DNA ¢inského kiecka. Zavislost odezvy
(hodnota Ct) na logaritmu koncentrace.
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Intercept: 23,904

Rovnice: y = -3,4646x + 23,904
E: 1,94

Rozsah metody detek¢niho systému II byl stanoven v rozmezi mnozstvi DNA z CHO

bunék od 0,814 ng do 8,14x10 ng.

Parametr preciznost za podminek opakovatelnosti jsme vyhodnocovali obdobnym
zpusobem jako u systému I. Po proméfeni vzorki jedné koncentraéni hladiny v deseti
opakovanich (aplikovany vzdy v triplikatech) jsme z praméru hodnot Ct vypocitali SD
a nasledné¢ CV. Hodnota CV je rovna 1,4 %.

cvwvr

detekovatelnou hladinu koncentrace DNA ¢inského kiecka. K tomuto experimentu byly
ptipraveny vzorky V Sirokém rozmezi koncentraci DNA ¢inského kiecka. LOD byl poté
stanoven na 8,14x10* ng. Tento LOD opét splituje podminky o meznich hodnotéch rezidualni
DNA dané organizacemi FDA, WHO a EU. Pti porovnani naSeho vysledku s LOD, kterého
dosahli védci v piivodni studii dle Nissom [46], kde jejich LOD je roven 4,34x10* ng, coz je
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hodnota velmi podobnd té nasi a lze tedy fici, Zze jsme docilili stejné citlivosti detek¢éniho

systému. Hodnota LOQ byla opét shodna s hodnotou LOD.

Detekéni systém 11 jsme také vyzkouseli testovat na skutecnych vzorcich. Pouzili jsme
dva vzorky proteinu (s identifikacnimi ¢isly 270160004 a 270160005), ale na rozdil
od ptedeslého systému I, jsou oba tyto proteiny jiz purifikovany. Oba rekombinantni proteiny
byly vyprodukovany v CHO burikach. Pro analyzu jsme aplikovali proteiny neziedéné, poté
100% a 10 000x zfedéné. Nasledné jsme z hodnot Ct pomoci kalibra¢ni fady vypocitali
mnozstvi rezidualni DNA zbunék CHO (tedy DNA <¢&inského kiecka) Vv jednotlivych
proteinech. U proteinu s identifikaénim ¢islem 270160004 bylo zaznamenano urcité mnozstvi
rezidudlni DNA pouze u nezfedéného vzorku. Toto mnozstvi bylo vypo&itano na 2,74x107 ng,
coz je hodnota v mezich hodnot schvalenymi organizacemi FDA, WHO a EU. U druhého
vzorku proteinu jiz nebylo detekovano zadné mnozstvi rezidualni DNA a lze tak fici, ze
mnozstvi DNA je jesté niz8i nez LOD detek¢éniho systému II, z tohoto divodu tak lze oba

proteiny pouZit pro terapeutické tcely.

7.3 Detekce lidské DNA

P % 4

Po validaci metody pro detekci kiecci DNA byly oba detek¢ni systémy porovnany
S rozpracovanou metodou pro detekci lidské DNA, ktera by méla piedstavovat velice citlivou

metodu pro stanoveni rezidudIni lidské DNA.

V prvnich experimentech jsme testovali tuto metodu pravé na detekci lidské DNA
izolované z bun€¢k K562 a z lidského bukalniho stéru, kde jsme zaroven mohli pozorovat
pomoci analyzy kiivky tani, zda nevznikaji v pribéhu PCR reakce nespecifické produkty.
Ktivku tani lze vidét niZze na obrazku 16, jedna se o zavislost zaporné vzaté derivace
fluorescence dle teploty na teplot¢. JelikoZ zde neni vice vrcholii, miZzeme reakci povazovat za

specifickou.

Pro experiment testujici linearitu metody byly prométeny kalibra¢ni fady lidské DNA.
Dle vysledkd byly opét, jako u metody detekuji kie¢éi DNA zhotoveny kalibracni grafy
vynesenim logaritmu koncentraci lidské DNA v zavislosti na hodnotach Ct (viz grafy 5 a 6)

S nasledujicimi parametry kalibra¢nich kiivek.
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Obrazek 16: Zaznam z real-time cykléru CFX z analyzy kiivky tani pro metodu detekujici
lidskou DNA, jako zavislost zaporné vzaté derivace fluorescence na teploté.

Graf 5: Prvni bodovy graf pro zobrazeni — linearity metody pro detekci lidské DNA (vychozi koncentrace 1 ng/pl).
Zavislost odezvy (hodnota Ct) na logaritmu koncentrace.
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Graf 6: Druhy bodovy graf pro zobrazeni — linearity metody pro detekci lidské DNA (vychozi koncentrace
326,3 ng/pl). Zavislost odezvy (hodnota Ct) na logaritmu koncentrace.
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Pti porovnani linearit v predeslych detek¢nich systémech Ize vidét, ze obé metody, jak
metoda pro detekci kirecci DNA, tak metoda pro detekci lidské DNA, vykazuji vysoky stupen
korelace, coz Ize soudit na zédklad& uvedenych hodnot Pearsonova korelaéniho koeficientu — R

Utinnost amplifikace — E se u obou metod pohybuje v akceptovatelném rozmezi.

Dale zde byly stanoveny rozsahy metody, které byly tedy 6x102 — 6x10° ng u prvni
pouzité kalibra¢ni fady, kde byla vychozi koncentrace DNA 1 ng/pl. U druhé kalibra¢ni fady
s vychozi koncentraci lidské DNA 326,3 ng/ul byl rozsah stanoven na 0,958 — 19,58x10° ng.
Opét pii porovnani s metodou pro detekci kie¢€i DNA lze vypozorovat, ze rozsahy metody
u detekéniho systému I jsou fadové shodné s témito uvedenymi hodnotami. Detek¢ni systém II

ovSem témto hodnotam nedosahuje, jeho rozsah je o rad vyssi.

Limity detekce byly u této metody stanoveny na 6x10° a 1,958x10° ng. Témto

hodnotdm se fadove rovnaly pouze limity detekce detekcniho systému I u stanoveného LOD
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¢inského kiecka a potkana. Ostatni limity detekce a to i u detekéniho systému Il byly o jeden

¢i dva tady vyssi a Ize tak v téchto ptipadech tuto metodu povazovat za citlivejsi.

Poslednim experimentem, ktery jsme provedli, bylo testovani, zda se v rekombinantnich
proteinech ptipravované v CHO buiikdch vyskytuje rezidualni lidska DNA. Pouzity byly
purifikované proteiny s identifikacnimi ¢isly 270160004 a 270160005, které¢ byly do reakce
jako v ostatnich experimentech aplikovany neziedéné, 100x a 10 000x ztedéné. Dle zaznamu
z cykléru jsme neziskali zadny signal, coz znamena, ze jsou proteiny bud’ bez jakékoliv
kontaminujici lidské DNA, nebo rezidualni mnoZstvi DNA je tak malé, Ze je mensi nez limit

detekce této metody a je tak akceptovatelné pro dalsi terapeutické vyuziti proteint.
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8 ZAVER

V této diplomové praci jsme se na zaklad¢ provedené reSerSe zabyvali optimalizaci
a validaci metody pro detekci kontaminujici DNA, jelikoz detekce cizorodych latek vcetné
DNA je ve farmaceutickém pramyslu velmi dulezitou analyzou. V nasem piipad¢ jsme
se zamgéfili na detekci zbytkové DNA pochazejici z CHO buné¢k (tedy DNA ¢inského kiecka)
zalozené na metod¢ real-time PCR. Pro tuto metodu byly navrZzeny a optimalizovany dva

detek¢ni systémy (systémy s oznacenim I a II).

Dle reSerSe lze konstatovat, ze CHO buriky jsou v sou¢asné dob¢ velmi oblibenym
produkénim systémem pro vyrobu lidskych rekombinantnich proteinti, které mohou byt
nasledné pouzity jako terapeutikum a to i v soucinnosti s genovou terapii ¢i jako jeji doplnek.
Lze tak i fici, Ze tento druh kontaminujici DNA patii mezi nejcastéji poptavané analyzy

pro detekci rezidualni DNA.

V piipadé detekéniho systému I se na zakladé dosazenych vysledkd jedna
o nespecifickou detekci. Systém detekuje nejen DNA ¢inského kiecka, ale i DNA ostatnich
hlodavct — mysi a potkana. Nedetekuje ovsem DNA jinych druht, coz je dilezity fakt a i pfesto
Ize systém I pouzit pro detekci rezidualni DNA, pokud nam jde o to, aby ve finalnim Ié¢ivu
nebyla Zadna cizorodd DNA. Detekéni systém I je navrzen tak, aby cilil na repetitivni sekvence
Alu. Jelikoz se tato sekvence vyskytuje v genomu ve vice kopiich, limit detekce je tak logicky

niz$i nez u detekéniho systému I1.

Detekéni systém II naopak stanovuje jiz specificky pouze DNA ¢inského kiecka,
protoze je tento systém konstruovan, aby detekoval specifickou sekvenci genomové DNA
¢inského kiecka s minimalni homologii vi¢i ostatnim hlodaveii. V porovnani s detekénim
systémem I, systém II ma ale o fad vyssi detekeni limit. OvSem detekeni limity u obou systémi
jsou vramci meznich hodnot rezidualni DNA stanovené FDA, WHO a EU, tedy plné

dostacujici.

Pokud by byl do budoucna kladen diraz na jesté nizsi detekéni limit, bylo by potieba
optimalizovat reakéni smés bud’ zvySenim objemu vstupniho vzorku ¢i ptidanim aditiv.
ZvySenim objemu vzorku by ovSem mohlo, v zavislosti na testovaném vzorku, dochazet

K inhibici PCR reakci a byla by tak nutna validace pro kazdou testovanou matrici.
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Nad ramec diplomové prace byla dale rozpracovana metoda pro detekci zbytkové lidské
DNA, cilici na repetitivni sekvence Alu. Tato metoda jesté vyzaduje optimalizaci a dokonceni
validace, nez bude moci byt zavedena do praxe. Oba detekéni systémy pro detekci kie¢ci DNA
byly stouto metodou porovnany. Pficemz detekéni limit, jakého bylo dosazeno u metody

pro detekci lidské DNA, se fadové shoduje s detekénim systémem 1.

Zavérem lze konstatovat, ze cile diplomové prace byly splnény a vysledky této prace
mayji jisty prakticky aspekt, jelikoz je do budoucna planovano zavedeni v§ech zminénych metod

do bézné praxe v laboratofich firmy Generi Biotech.
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